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(57) Abstract 

Described are new micro-organisms and a new enzyme capable of using as sole source of nitrogen the propionic acid amide of formula 
(VI), in racemate form or as optically active isomers. Described also is a method f preparing (S) - r (R)-3,3,3-trifluoro-2-hydroxy-2- 
methylpropionic acid of formulas (I) and (II) starting from trifluoroaceto-acetic ester. The first three process steps are chemical, the fourth 
process step microbiological. 



(57) Zusammenfassung 

Beschrieben werden neue Mikroorganismen und ein neues Enzym, die befShigt sind, das Propionsaureamid dcr Formel (VI) in 
F mi des Racemats Oder seiner optisch aktiven Isomere als einzige Stickstoffquelle zu verweiten. Des weiteren wind ein Verfahren zur 
Herstellung v n (S)- oder (R)-3 ( 3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaurc der F rmeln (I) und (II), ausgehend von Trifluoracetessigester, 
beschrieben. Die ersten drei Verfahrensstufen werden chemisch, die vierte Verfahrensstufe wind mikrobiologisch durchgefuhrt. 
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Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (R)-3,3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-methyl- 
propionsaure 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (R)- 
3,3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaure sowie neue Mikroorganismen, die befahigt 
sind das Propionsaureamid der Formel 

OH 

VI 



CF \ 

CONH 2 



in Form des Racemats oder seiner optisch aktiven Isomere als einzige Stickstoffquelle zu 
verwerten. 

(S)-3,3,3-Trifluor-2-hydro\y-2-methylpropionsaure ist ein wichtiges Zwischenprodukt zur 
Herstellung von therapeutischen Amiden (EP-A 0 524 781). 

Im folgenden wird 3 > 3 ) 3-Trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaure mit 2,2-HTFMPS und 
3,3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaureamid mit 2,2-HTFMPA abgekurzt. 

Gemass J. Chem. Soc, 195 K S. 2329 wird ein Verfahren zur Herstellung von (S)-2,2- 
HTFMPS beschrieben, bei dem das entsprechende Racemat mittels Dimethoxystrychnin in 
das gewiinschte (S)-Enantiomere uberflihrt wird. Dieses Verfahren hat den Nachteil, dass 
das fur die Racemattrennung eingesetzte Dimethoxystrychnin zu kostspieiig ist 

Die EP-A 0 524 781 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von (S)-HTFMPS bei dem 
das entsprechende Racemat mittels (S)-(-)-a-Methylbenzylamin in das gewiinschte (S)- 
Enantiomere uberfuhrt wird. Nachteilig bei diesem Verfahren ist, dass grosse Mengen an 
(S)-(-)-a-Methylbenzylamin eingesetzt werden miissen, womit dieses Verfahren ebenfalis zu 
kostspieiig ist. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein kostengunstiges und technisch gangbares 
Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (R)-2,2-HTFMPS zur Verftigung zu stellen 



WO 98/01568 



PCT/EP97/03670 



2 

Diese Aufgabe wird mit den erfindungsgemassen Mikroorganismen gemass Anspruch I und 
Anspruch 1 1, den Polypeptiden gemass Anspruch 4 und mit den Verfahren gemass den 
Anspnichen 15 und 16 gelost. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind demnach aus der Natur selektionierte Mikro- 
organismen, sogenannte "Wildstamme", Enzymextrakte davon, die aus ihnen isolierten 
Enzyme mit stereospezifischer Amidohydrolase-Aktivitat sowie die aus den "Wildstammen" 
isolierte(n) DNA / DNA-Fragmente, die fur eine sterospezifische Amidohydrolase codieren 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind femer sogenannte gentechnologisch veranderte 
Mikroorganismen, die diese DNA-Fragmente bzw. Vektoren enthalten. Ein weiterer 
Gegenstand ist ein Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (R)-2,2-HTFMPS und ein 
Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (R)-2,2-HTFMPA unter Verwendung der 
beschriebenen Mikroorganismen. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Abbildungen naher erlautert 

Fig 1 zeigt die Restriktionskarte der isolierten DNA 

Fig 2 zeigt Plasmid pPRS lb 

Fig. 3 zeigt Plasmid pPRS2a 

Fig. 4 zeigt das pH-Optimum der Amidohydrolase 

Fig. 5 zeigt die Michaelis-Menten-Kinetik der Amidohydrolase 

Fig 6 zeigt das Temperaturoptimum der Amidohydrolase 

Fig. 7 zeigt den EfTekt von Methanol der Amidohydrolase 

Die erfindungsgemassen "Wildstamme- kbnnen aus Bodenproben, Schlamm oder Abwasser 
unter Zuhilfenahme ublicher mikrobiologischer Techniken isoliert werden 
Erfindungsgemass erfolgt die Isolation derart, dass man diese in einem Medium enthaltend 
das Propionsaureamid der Formel VI in Form des Racemats oder eines seiner optisch 
aktiven Isomere als einzige StickstofTquelle mit einer geeigneten Kohlenstoffquelle auf 
ubliche Weise zuchtet. Aus der durch Ziichtung erhaltenen Kultur werden dann jene 
selektioniert, die stabil sind und das Propionsaureamid der Formel VI als einzige 
Stickstoffquelle verwerten 

Als geeignete KohlenstofFquellen kbnnen die "Wildstamme" Zucker, Zuckeralkohole oder 
Carbonsauren als Wachstumssubstrat nutzen. Ais Zucker kbnnen z. B. Glucose, Arabinose 
Rhamnose, Lactose oder Maltose verwendet werden. Als Zuckeralkohole kbnnen bspw 
Sorbit, Mannit oder Glycerin verwendet werden Als Carbonsaure kann beispielsweise 
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Citronensaure verwendet werden. Vorzugsweise wird als Kohlenstoffquelle Glycerin oder 
Glucose eingesetzt. 

Als Selektions- und Anzuchtmedium kbnnen die in der Fachvvelt ublichen verwendet 
werden, wie beispielsweise ein Mineralsalzmedium gemass Kulla et al., Arch. Microbiol. 
135, S. 1 - 7, 1983. 

Wahrend der Anzucht und Selektion werden zweckmassig die wirksamen Enzyme der 
Mikroorganismen induziert. Als Enzyminduktor kann das Propionsaureamid der Formel VI 
in Form des Racemats oder eines seiner optisch aktiven Isomere, Acetamid oder 
Malonsaurediamid, verwendet werden. 

Ublicherweise erfolgt die Anzucht und Selektion bei einer Temperatur von 0 bis 42 °C, 
vorzugsweise von 20 bis 37 °C und bei einem pH-Wert von 4 bis 9, vorzugsweise bei einem 
pH-Wert von 6 bis 8. 

Bevorzugte "Wildstamme" sind Propionsaureamid (Formel VI) verwertende der Gattung 
Klebsiella, Rhodococcus, Arthrobacter, Bacillus und Pseudomonas. Ganz besonders 
bevorzugt sind Mikroorganismen der Spezies Klebsiella oxytoca PRS1 (DSM 1 1009), 
Klebsiella oxytoca PRS1K17 (DSM 1 1623) Pseudomonas sp (DSM 1 1010), Rhodococcus 
opacus ID-622 (DSM 1 1344), Arthrobacter ramosus 1D-620 (DSM 1 1350), Bacillus sp. 
ID-621 (DSM 11351), Klebsiella planticula ID-624 (DSM 11354) und Klebsiella 
pneumoniae 1D-625 (DSM 1 1355), sowie deren funktionelle aequivalente Varianten und 
Mutanten. Dabei weisen die "Wildstamme" Klebsiella oxytoca (DSM 1 1009), Klebsiella 
planticula ID-624 (DSM 1 1354) und Klebsiella pneumoniae ID-625 (DSM 1 1355) 
bevorzugt (R)-Amidohydrolase-Aktivitat und die "Wildstamme" Pseudomonas sp. (DSM 
11010), Rhodococcus opacus ID-622 (DSM 1 1344), Arthrobacter ramosus ID-620 (DSM 
1 1350) und Bacillus sp ID-621 (DSM 11351) bevorzugt (S)-Amidohydrolase-Aktivitat auf 
Die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 11010, DSM 1 1009 wurden am 
24.06.1996, die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 1 1355, DSM 1 1354 am 
27.12.1996, die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 11351, DSM 11350 und 
DSM 1 1344 am 13.12. 1996 und die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 1 1623 
am 20.06. 1997 bei der Deutschen Sarnmiung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Mascherodenveg lb, D-38124 Braunschweig, gemass Budapester Vertrag 
hinterlegt. 

Unter "furiktionell aquivalenten Varianten und Mutanten 1 ' der "Wildstamme" werden 
Stamme verstanden, die im wesentlichen dieselben Eigenschaften und Funktionen wie die 
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Ursprungsmikroorganismen besitzen. Derartige Varianten und Mutanten konnen zufallig 
z. B. durch UV-Bestrahlung gebildet werden oder gezielt durch chemische Mutagenese \ 
z. B. durch Interkalatoren, wie Acridin-FarbstofFe. 

Taxonomische Beschreibung von Klebsiella oxytoca PRS1 (DSM 11009) 



Zellform Stabchen 
Breite^m 1,0-1,2 
Langejiim 1,2-2,0 

Beweglichkeit _ 

Gram-Reaktion _ 
Lyse durch 3% KOH + 
Aminopeptidase (Cerny) + 

Sporen _ 

Oxidase _ 

Catalase + 

Wachstum 

anaerob + 

Gas aus Glucose 

Saure aus (ASS) 

Glucose + 

Fructose + 

Xylose + 
Erythrit 

Adonit + 

D-Mannose + 

L-Rhamnose + 

Inosit + 

Sorbit + 

a-Methyl-D-glucosid + 

Cellobiose + 

Maltose + 

Lactose + 

D-Arabitol + 



ONPG 



ADH 
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LDC 
ODC 
VP 
Indol 

H 2 S-Bildung 

Simmons Citrat 

Urease 

Methylrot 

Hydrolyse von 
Gelatine 
DNA 
Tween 80 
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Taxonomische Beschreibung von Pseudomonas sp. (DSM 11010) 

Zellform Stabchen 
Breite [xm 0,7 - 0,8 

Lange ]xm 1,5-3,5 

Beweglichkeit 4- 

Gram-Reaktion - 

Lyse durch 3% KOH + 

Aminopeptidase (Cerny) + 

Sporen _ 

Oxidase + 

Fluoreszens + 

Catalase + 

Wachstum bei 41 °C 

ADH + 

Urease _ 

Hydrolyse von Gelatine + 
Nitratreduktion 

Denitrifikation - 

Levan aus Saccharose + 

Lecithinase + 
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Substratverwertung 



Adipat 




Citrat 


+ 


Malat 


i 


L-Mandelat 




Phenylacetat 




D-Glucose 


i 


Maltose 




Trehalose 


+ 


Mannitol 


+ 


Adonitol 


+ 


Acetamid 


+ 


Hippurat 




Tryptamin 




Butylamin 





Abkiirzungen: 

ASS: Acetylsalicylsaure 

ONPG: O-Nitro-phenylgalactosidase 

ADH: AJkoholdehydrogenase 

LDC: Lactatdecarboxylase 

ODC Ornithindecarboxylase 

VP: Voges Proskauer 



Das erfindungsgemasse Enzym mit stereospezifischer Amidohydrolase-Aktivitat ist 
beispielsweise aus den bereits beschriebenen "Wildstammen ' erhaltlich und befahigt, das 
Propionsaureamid der Formel 



OH 



CF 3 



CONH. 



VI 



in Form des Racemats oder seines (R)-Isomeren zu hydrolysieren. sowie funktionell 
aequivalente Varianten und Mutanten davon 

Unter "fijnktionell aequivalenten Varianten und Mutanten" der Enzyme werden Enzyme 
verstanden, die im wesentlichen dieselben Eigenschaften und Funktionen besitzen. Derartige 
Varianten und Mutanten konnen zufallig z. B. durch Mutation gebildet werden. 



Zweckmassig ist das Enzym charakterisiert durch 



a) ein pH-Optimum von pH 1 0 ± 0,5 

b) ein Temperaturoptimum zvvischen 65 und 70 °C bei einem pH-Wert von 10 und 

c) einem K M -VVert fiir das Substrat (R)-2,2-HTFMPA von 32 mM (60 °C in 100 mM 
CAPS-PufFer (3-(Cyclohexylamino)-l-propansulfonsaure) pH 10), 

insbesondere dadurch, dass 
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d) eine 5 bis 20% Methanolkonzentration inhibierend wirkt und 

e) die N-terminale Aminosauresequenz: Met-Lys-Trp-Leu-Glu-Glu-Ser-IIe-Met-Ala- 
Lys-Arg-Gly-Val-Gly-Ala-Ser-Arg-Lys-Proist. 

Diese stereospezifische Amidohydrolase kann aus den bereits beschriebenen "Wildstammen' 
isoliert werden, die befahigt sind, das Propionsaureamid der Formel VI in Form des 
Racemats oder seines R-Isomeren als einzige Stickstoffquelle zu verwerten Zweckmassig 
wird die Amidohydrolase aus den "Wildstammen" der Gattung Klebsiella, bevorzuet aus 
Klebsiella oxytoca PRS1 (DSM 1 1009) oder Klebsiella oxytoca PRS1K17 (DSM U623) 
isoliert. 

Selbstverstandlich kann dieses Enzym ebenso aus den von diesen "Wildstammen" 
abgeleiteten gentechnoiogisch veranderten Mikroorganismen isoliert werden 

Zur Gewinnung der stereospezif.schen Amidohydrolase werden die "Wildstamme" in einem 
wassrigen Nahrmedium, das eine Kohlenstoff-, Stickstoffquelle, Mineralsalze und eine 
Vitaminquelle enthalt, auf ubliche Weise gezuchtet (kultiviert) Zweckmassig werden die 
"Wildstamme" bei einer Temperatur von 20 bis 35 °C und bei einem pH-Wert von 6 bis 8 
kultiviert. Das Enzym kann dann nach Aufschluss der Zellen z. B durch die French-Press 
durch an sich bekannte Methoden der Enzymreinigung isoliert werden 

Die erfindungsgemasse DNA bzw. die erfindungsgemassen DNA-Fragmente. die fur eine 
stereospezifische Amidohydrolase codieren, wie sie insbesondere durch die 
Aminosauresequenz in SEQ ID No 2 dargestellt wird, und die durch die Restriktionskarte 
gemass Fig. 1 und insbesondere durch die Nukleotidsequenz in SEQ ID No 1 
charakterisiert sind, umfassen auch deren fiinktionell aequivalente genetische Varianten und 
Mutanten, d h. Gene, die sich von den Genen der Wildtyp-Organismen ableiten und deren 
Genprodukte in ihrer biologischen Funktion im wesentlichen unverandert sind. Die 
fiinktionell aequivalenten genetischen Varianten und Mutanten umfassen somit 
beispielsweise Basenaustausche im Rahmen der bekannten Degeneration des genetischen 
Codes, wie sie z. B. kunstlich erzeugt werden konnen, urn die Gensequenz an die 
bevorzugte Codon-Verwendung eines bestimmten Mikroorganismus, in dem eine 
Expression erfolgen soli, anzupassen. Die genetischen Varianten und Mutanten umfassen 
auch Deletionen, Insertionen und Substitutionen von Basen oder Codons, soweit die 
Genprodukte derart veranderter Gene in ihrer biologischen Funktion im wesentlichen 
unverandert lassen. Umfasst werden hierdurch z. B. Gensequenzen, die zu den 
Wildtypsequenzen eine hohe Homologie, beispielsweise hoher als 70% aufweisen und unter 
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stnngenten Hybridisierungsbedingungen, z. B bei Temperaturen zwischen 60 und 70°C und 
bei 0,5 bis 1,5 M Salzanteil, insbesondere bei einer Temperatur von 67 °C und bei 0,8 M 
Salzanteil mit dem Komplement der Wildtypsequenzen zur Hybridisierung in der Lage sind. 

AJs Ausgangsmaterial fur die erfindungsgemasse DNA konnen die bereits beschriebenen 
"Wildstamme" dienen, die als Ausgangsmaterial zur Isolation der erfindungsgemassen 
stereospezifischen Amidohydrolase eingesetzt werden. 

Die Isolierung der intakten Gene bzw. der intakten erfindungsgemassen DNA-Fragmente 
kann nach bekannten Methoden ausgehend von einer Genbank eines geeigneten 
Mikroorganismus wie Klebsiella oxytoca erfolgen, aus der das Amidohydrolase-Gen, oder 
Fragmente davon durch Hybridisierung mit markierten Oligonukleotiden, die Teilsequenzen 
der Amidohydrolase-Gene enthalten, in bekannter Weise isoliert und kloniert werden 
konnen Im folgenden wird das Amidohydrolase-Gen als sad abgekiirzt, 

Zur Verbesserung der Transkription wird das sad-Gen zweckmassig unter die Kontroiie 
eines starken Promotors gestellt Die Wahl des Promotors hangt von den gewunschten 
Expressionsbedingungen ab, beispieisweise davon, ob eine konstitutive oder induzierte 
Expression gewiinscht wird, oder von dem Mikroorganismus, in dem die Expression 
erfolgen soli. 

Geeignete Promotoren sind die Promotoren P,, und P R des Phagen Lambda (vgl Schauder 
et a!.., Gene. 52, 279 - 283; 1987), der P trc -Promotor (Amann et al., Gene, 69, 301 - 315, 
1988), die Promotoren P Nm , P S1 (M Labes et al., Gene, 89, 37 - 46, 1990), der P t - 
Promotor (Amann et al , Gene, 25. 167 - 178, 1983), der P Iac -Promotor (Amann et al.. 
Gene, 25 167 - 1 78, 1983) und der P tac -Promotor, ein Hybrid aus den genannten P lrp - und 
Piac-Promotoren, der als konstitutiver oder induzierbarer Promotor eingesetzt werden kann 
(Russel und Bennett, Gene, 20, 23 1 - 243, 1982). Bevorzugt wird der P, ac -Promotor 
verwendet. 

Zur Verwendung bei der Produktion von z B (R)-2,2-HTFMPS in einem geeigneten 
Produktionsstamm werden die erfindungsgemassen DNA-Fragmente zweckmassig mit Hilfe 
bekannter Techniken in bekannte geeignete Vektoren, vorzugsweise Expressionsvektoren 
eingebaut. 

Als Vektoren konnen autonom und selbstreplizierende Plasmide oder Integrationsvektoren 
verwendet werden. 
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Abhangig von der Art der gewahlten Vektoren konnen die sad-Gene in verschiedenen 
Mikroorganismen exprimiert werden Als Vektoren eigenen sich sowohl Vektoren mit 
spezifischem Wirtsspektrum als auch Vektoren mit breitem Wirtsspektrum ("broad host 
range"). Beispiele fur Vektoren mit spezifischem Wirtsspektrum, z. B. fur E. coli sind 
pBR322 (Bolivar et al.. Gene, 2, 95 - 1 13), der handelsubliche pBLUESCRIPT-KS+®, 
pBLUESCRIPT-SK+® (Stratagene), pUC18/19 (Yanisch-Perron et al.. Gene 33, 103 - 
119, 1985), pK18/19 (Pridmore, Gene, 56, 309 - 3 12, 1987), pRK290X (Alvarez-Morales 
et al., Nucleic Acids Research, 14, 4207 - 4227) und pRA95 (erhaltlich von Nycomed 
Pharma AS, Huidove, Danemark). Vorzugsweise wird pBLUESCRIPT-KS+® angewendet 

Als "broad host range" Vektoren konnen alle Vektoren eingesetzt werden, die fur Gram- 
negative Bakterien geeignet sind. 

Beispiele fur solche "broad host range" Vektoren sind pRK290 (Ditta et al., PNAS, 77, 
7347 - 735 1, 1980) oder deren Derivate, pKT240 (Bagdasarian et al., Gene, 26, 273 - 282, 
1983) oder dessen Derivate, pGSS33 (Sharpe, Gene, 29, 93 - 102, 1984), pVKlOO (Knauf 
und Nester, Plasmid, 8, 45 - 54, 1982) bzw. dessen Derivate, pME285 (Haas und Itoh, 
Gene, 36, 27 - 36, 1985) bzw dessen Derivate. 

Auf diese Weise wurden beispielsweise die Plasmide pPRSlb (Fig. 2), pPRS2a (Fig. 3), 
pPRS4 und pPRS7 erhalten. 

Zur Herstellung der Produktionsstamme fur die Fermentation, d. h. Stamme , die fur die 
Herstellung von z. B. (R)-2,2-HTFMPS eingesetzt werden konnen, mussen die 
erfindungsgemassen DNA-Fragmente bzw Vektoren in die gewiinschten und zur 
Expression geeignet en Wirtsstamme eingebracht werden Zweckmassig werden die 
Mikroorganismen hierzu in iiblicher und an sich bekannter Weise mit den die 
erfindungsgemassen DNA-Fragmente enthaltenden Vektoren transformiert. Die 
Mikroorganismen konnen das erfmdungsgemasse DNA-Fragment dann entweder auf einem 
Vektormolekul oder integriert in ihrem Chromosom enthalten 

Geeignete Wirtsstamme, vorzugsweise Stamme mit hoher Substrat- und Edukt-Toleranz 
sind beispielsweise Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas, Comamonas, Bacillus, 
Rhodococcus, Acinetobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Rhizobium / Agrobacterium oder 
Escherichia, wobei letztere bevorzugt sind Besonders bevorzugt sind die Mikroorganismen 
Escherichia coli DH5, Escherichia coli XLl-Blue® und Escherichia coli XLl-Blue MRF'®. 
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Geeignete Produktionsstamme sind somit beispielsweise Mikroorganismen der Spezies 
Escherichia coli DH5 und Escherichia coli XLl-Blue MRF'®, jeweils enthaltend Plasmid 
pPRSlb, pPRS2a, pPRS4 oder pPRS7. 

Der Mikroorganismus Escherichia coli XLl-Blue MRF'®/pPRS2a wurde am 30. 06. 1997 
unter der Bezeichnung DSM 1 1635 bei der Deutschen Sammlung ftir Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, D-38124 Braunschweig, Mascheroderweg lb, gemass Budapester 
Vertrag hinterlegt 

Die Isolierung der transformierten Wirtsstamme (Produktionsstamme) kann aus einem 
selektiven Nahrmedium erfolgen, dem ein Antibiotikum zugesetzt wird, gegen das die 
Stamme durch ein auf dem Vektor oder DNA-Fragment befindliches Markiergen resistent 
sind 

Das erfindungsgemasse Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (R)-2,2-HTFMPS der 
Formeln 



OH 



OH 





II 



und / oder von (R)- oder (S)-2,2-HTFMPA der Formeln 



OH 



OH 




VII 




CF, 



VIII 



umfasst die Umsetzung des Propionsaureamids der Formel 



OH 




2 
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mittels den bereits beschriebenen erfindungsgemassen Mikroorganismen bzw mittels aus 
den von ihnen .solierten Enzymen mit stereospezifischer Amidohydrolase-Aktivitat 

Zweckmassig wird dabei das Verfahren zur Herstellung von (R)-2,2-HTFMPS und / oder 
von (S)-2,2-HTFMPA mittels den "Wildstammen der Gattung Klebsiella, bevorzugt der 
Spez,es Klebs,ella oxytoca PRS1 (DSM 1 1009), Klebsiella oxytoca PRS1K17 (DSM 
J 1623), Klebsiella p.anticula ID-624 (DSM 1 .354), Klebsiella pneumoniae ID-625 (DSM 
1 1355). mmels den von diesen "Wildstammen" abge.eiteten gentechnologisch veranderten 
M.kroorgan.smen oder mittels des Enzyms mit einer stereospezifischen Amidohyd rolase 
durchgefiihrt. 

Das Verfahren zur Herstellung von (S)-2,2-HTFMPS und / oder (R)-2 2-HTFMPA w,rd 
zweckmassig mittels den "Wildstammen" der Gattung Pseudomonas. Rhodococcus 
Arthrobacter oder Bacillus, insbesondere der Spezies Pseudomonas so (DSM 1 ,010) 
Rhodococcus opacus ID-622 (DSM 1,344), Arthrobacter ramosus ID-620 (DSM 1 1350) 
und Bacillus sp ID-621 (DSM 1 1351) durchgefuhrt. 

Die Biotransformation kann nach ubl.chem Anzuchten der Mikroorganismen m,t a,henden 
Zellen (n.cht wachsende Zellen. die keine Kohlenstoff- und Energiequelie mehr benotigen) 
oder m,t wachsenden Zellen durchgefuhrt werden. Vorzugsweise wird die B.otransforma- 
tion mit ruhenden Zellen durchgefuhrt. 

Fur die Biotransformation konnen fachmannisch ubliche Medien einsesetzt werden wie 
bspw. n,edermoiare Phosphatpufler, HEPES-PufFer oder das zuvor beschriebene 
Mineralsalzmedium 

Zweckmassig wird die Biotransformation unter einmaliger oder kontinuierlicher Zu.abe 
vom Prop.onsaureamid (Formel VI) so durchgefuhrt, dass die Konzentration ,0 Ge^v % 
vorzugsweise 2,5 Gew % nicht libersteigt. 

Der pH-Wert des Mediums kann in einem Bereich von 4 bis 10, vorzugsweise von 5 bis 9 5 
liegen. Zweckmassig wird die Biotransformation bei einer Temperatur von 1 0 bis 
60 °C, vorzugsweise von 20 bis 40 °C, durchgefiihrt. 

Die auf diese Weise erhaltene (S)- oder (R)-2,2-HTFMPS bzw. das (S)- oder (R) 2 2 

HTFMPA kann durch ubliche Aufarbeitungsmethoden wie z. B. durch Extraktion isoliert 
werden. 
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Durch Variation der Nahrstoffe im Medium und durch Anpassen der Fermentationsbe- 
dingungen an den jeweiligen Mikroorganismus in ublicher Weise kann die Ausbeute an (S)- 
oder (R)-2,2-HTFMPS bzw. an (S)- oder (R)-2,2-HTFMPA weiter verbessert werden. 

Gegebenenfalls wird das (S)- oder (R)-2,2-HTFMPA entweder chemisch in Gegenwart 
einer Base oder mikrobiologisch mittels Mikroorganismen der Gattung Rhodococcus zur 
entsprechenden Saure hydrolysiert. 

AJs Base kann ein Alkaiimetallhydroxid eingesetzt werden. Als Alkalimetallhydroxid wird 
zweckmassig Natrium- oder Kaliumhydroxid eingesetzt. 

Zweckmassig erfolgt die mikrobiologische Hydrolyse mit Mikroorganismen der Spezies 
Rhodococcus equi, Rhodococcus rhodochrous oder Rhodococcus sp. S-6 Vorzugsweise 
mit Mikroorganismen der Spezies Rhodococcus equi TG 328 (DSM 6710) bzw. dessen 
ftinktionell aequivalente Varianten und Mutanten. Der Mikroorganismus Rhodococcus equi 
TG328 ist in der US-PS 5 258 305 beschrieben und wurde am 13 09.1991 bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-38124 
Braunschweig, Mascheroderweg lb, gemass Budapester Vertrag hinteriegt. 
Oblicherweise werden diese Mikroorganismen vor der eigentlichen mikrobiologischen 
Hydrolyse entsprechend Giiligan et al. (App!. Microbiol. Biotech., 39, 1993, 720 - 725) 
angezuchtet. Die mikrobiologische Hydrolyse erfolgt im Prinzip nach fachmannisch ublichen 
Methoden Zweckmassig wird die Hydrolyse bei einer Temperatur von 20 bis 40 °C und bei 
einem pH von 6 bis 9 durchgefuhrt. 



Die Herstellung des Propionsaureamids der Formel 



OH 



CONH, 



VI 



erfolgt derart, dass man zunachst in der ersten Stufe Trifluoracetessigester der Formel 

O O 



AA 



hi 

CF 3 



mit einer Mineralsaure in Trifluoraceton der Formel 
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O 



A 



CF, 



uberfiihrt. 



Als Mineralsaure kann beispielsweise Salzsaure, Schwefelsaure, Salpetersaure oder 
Phosphorsaure venvendet werden. Vorzugsweise wird Schwefelsaure, Phosphorsaure oder 
Salpetersaure, insbesondere Schwefelsaure, venvendet. 

Zweckmassig wird die Umsetzung in der ersten Stufe in einem polar protischen Losungs- 
mmel w,e z. B. m einem niederen Alkohol, in Wasser oder in einer niederen Alkohol- 
Wasser-M.schung durchgefuhrt. Als niederer Alkohol kann beispielsweise Methanol 
Ethanol, Propanol, Isopropanol. Butanol, tert-Butanol oder Isobutanol eingesetzt werden. 

Die Umsetzung in der ersten Stufe wird zweckmassig bei einer Temperatur von 50 bis 
100 °C, vorzugsweise bei einer Temperatur von 70 bis 95 °C, durchgefuhrt. 

In der zweiten Stufe des erfmdungsgemassen Verfahrens wird Trifluoraceton (Formel IV) 
mit einem Cyanid in das Propionsaurenitril der Formel 



OH 



F.C^ \ 
1 CN 



umgesetzt 



Zweckmassig wird als Cyanid ein Alkalimetallcyanid wie Natrium- oder Kaliumcyanid 
vorzugsweise Natriumcyanid, eingesetzt. 

Die Umsetzung in der zweiten Stufe wird zweckmassig in Gegenwart einer Mineralsaure 
durchgefuhrt. Als Mineralsaure konnen die gleichen wie die zuvor beschriebenen. venvendet 
werden. Vorzugsweise wird als Mineralsaure Schwefelsaure eingesetzt 
Ublicherweise wird die Mineralsaure im Uberschuss bezogen auf Trifluoraceton eingesetzt 
Vorzugswe.se werden von 1 bis 10 mol Mineralsaure pro mol Trifluoraceton venvendet 
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Als Losungsmittel konnen die gleichen wie die in der ersten Stufe verwendet werden 

Zweckmassig wird die zweite Stufe bei einer Temperatur von -20 bis 100 °C, vorzugsweise 
von 0 bis 20 °C durchgefiihrt. 

In der dritten Stufe des erfindungsgemassen Verfahrens wird das Propionsaurenitril der 
Formel V entweder chemisch in einer konzentrierten Mineralsaure oder mikrobiologisch 
mittels mutierten Mikroorganismen der Gattung Rhodococcus in das Propionsaureamid der 
Formel VI uberfuhrt. 



Als Mineralsauren konnen die gleichen wie die in der ersten und zweiten Stufe eingesetzt 
werden. Unter einer "konzentrierten Mineralsaure" wird im folgenden eine 30 bis 100%iee 
Mineralsaure verstanden. Zweckmassig wird in der dritten Stufe eine 75 bis 100%ige, 
vorzugsweise eine 90 bis 100%ige Mineralsaure verwendet. 

Die chemische Umsetzung in der dritten Stufe wird zweckmassig bei einer Temperatur von 
0 bis 160 °C, vorzugsweise von 70 bis 120 °C, durchgefiihrt 

Die mutierten Mikroorganismen der Gattung Rhodococcus enthalten keine Amidase mehr 
und sind somit nicht mehr befahigt ein Amid in die entsprechende Saure zu uberfuhren. Die 
Mutation kann nach bekannten Methoden durchgefiihrt werden (J. H. Miller, Experiments i 
Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, 1972, S 24) Zweckmassige 
Mutationsmethoden sind die Frameshift-Methode, Deletionsmethode oder Transposon- 
Insertionsmethode 



Geeignete Mikroorganismen-Spezies fur die Mutation sind Rhodococcus equi, 
Rhodococcus rhodochrous oder Rhodococcus sp. S-6 Vorzugsweise wird der zuvor 
beschriebene Rhodococcus equi TG 328 (DSM 6710) mutiert, wobei Rhodococcus equi TG 
328-2 (DSM 1 1636) bzw. dessen funktionell aequivalente Varianten und Mutanten erhalten 
wird. Der Mikroorganismus TG 328-2 wurde am 30. 06. 1997 bei der Deutschen Sammlung 
fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-38124 Braunschweig, Mascheroderwee 
lb, gemass Budapester Vertrag hinterlegt. Dieser Mikroorganismus wird unter den gleichen 
Bedingungen kultiviert wie die bereits zuvor beschriebenen nicht mutierten 
Mikroorganismen. 

Das (R)- und (S)-2,2-HTFMPA sind in der Literatur noch nicht beschriebene Verbinduneen 
und daher ebenfalls Bestandteil der Erfindung. Diese konnen als neue Zwischenprodukte zur 
Herstellung von (R)- oder (S)-2,2-HTFMPS, z. B durch Hydrolyse in Gegenwart einer 
Base, eingesetzt werden. 
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Beispiel 1 

Herstellung von Trifluoraceton 

500 g (4,9 Mol) konzentrierte Schwefelsaure (96%ig; Merck) wurden zu 1 1 destilliertem 
Wasser gegeben und das Ganze auf 73 °C erhitzt. Dann wurden 500 g (2,69 Mol) 
Trifluoracetessigester langsam hinzugefligt wobei sich zwei Phasen bildeten Der 
Reaktionsansatz wurde bis zur Riickflusstemperatur erhitzt und das dabei gebildete 
Trifluoraceton abdestillien. Nach 2 h wurden 293,8 g Trifluoraceton als farblose Flussigkeit 
entsprechend e.ner Ausbeute von ca. 90%, isoliert. Die GC-Analyse zeigte eine Reinheit 
von 92,1 %. 



Beispiel 2 

Herstellung von 2-Hydroxy-2-methyl-3,3,3-trifluormethyl P ropionsaurenitril 

39,4 g Natriumcyanid (0,763 Mol) wurden zu 174 ml destilliertem Wasser hinzugegeben 
und das Ganze auf -1 °C gekuhlt Anschliessend wurden 100 g Trifluoraceton (0 822 Mol) 
tropfenwe.se hinzugefugt, wobei sich das Reaktionsgemisch auf 6 °C erwarmte Nach 
Beendigung der Trifluoraceton-Zugabe wurden bei 4 - 5 °C 293,4 g 6 N Schwefelsaure 
(1,4916 mol H ) hinzugegeben Danach wurde das Reaktionsgemisch uber Nacht bei 
Raumtemperatur geriihrt Anschliessend wurde mit Ethylether oder mit tert Butyl- 
methylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen xvurden entweder unter 
Normaldruck bei 32 X oder unter ieichtem Vakuum (300 - 120 mbar) destilliert Insuesamt 
wurden 88 g Produkt m,t einer Reinheit von 91,2 % (gemessen mittels GC), entsprechend 
etner Ausbeute von 75.6 %, erhalten. 
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Beispiel 3 

a) Chemische Herstellung von (R,S)-2,2-HTFMPA 

Unter Argon-Atmosphare wurde 98 %ige Schwefelsaure vorgelegt. Dazu wurden 15 g 
2-Hydroxy-2-methyl-3,3,3-trifluormethylpropionsaurenitril (86,9 % gemass GC) 
hinzugefiigt und die Reaktion wurde auf 95 °C erhitzt. Nach Edukt-Zugabe \vurde das 
Reaktionsgemisch fur 15 min auf 1 14 °C erhitzt. Danach wurde das Reaktionsgemisch 
auf 5 °C abgekuhlt, wobei sich eine dicke braune Losung bildete. Anschliessend wurden 
40 g destilliertes Wasser tropfenweise hinzugegeben. Dabei sollte sich das 
Reaktionsgemisch nicht uber 15 °C erwarmen. Die dabei gebildete gelbliche Suspension 
wurde 15 min lang auf -15 °C abgekuhlt und dann filtriert. Der Filterkuchen wurde mit 
20 ml eiskaltem Wasser gewaschen und dann im Vakuum getrocknet. Dabei wurden 
12,64 g leicht gelbliches Roh-Produkt erhalten. Anschliessend wurde das Roh-Produkt 
in 13 ml Ethylacetat zum Ruckfluss erhitzt und dann auf Raumtemperatur abgekuhlt. Zu 
dieser Suspension wurden 1 5 ml Hexan hinzugegeben und das Ganze auf 0 °C 
abgekuhlt. Danach wurde nochmals mit Hexan gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum 
wurden 1 1,8 g Produkt, entsprechend einer Ausbeute von 80,2 %, erhalten. 

Schmp.: 143,1 - 144,3 °C 

b) Mikrobioiogische Herstellung von (R,S)-2,2-HTFMPA (mittels mutiertem 
Mikroorganismus der Gattung Rhodococcus) 

Zur Mutation wurde Rhodococcus equi TG 328 standardgemass in "Nutrient Broth" mit 
Acridin ICR 191 uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen geerntet 
und mit 0,9%iger NaCl-Ldsung gewaschen. Dann wurden die Zellen in frischem 
Medium uber Nacht bei 30 °C inkubiert. 

Die Selektion der mutierten Zellen wurde in einem Mineralsalzmedum gemass Gilligan 
et al. (Appl Microbiol. Biotech., 39, 1993, 720 - 725) in Gegenwart von Fluoracetamid 
als "counterselektives Agens" durchgefuhrt. Dieses "counterselektive" Agens totet nur 
wachsende Bakterien ab. Die Mutanten, die keine Amidase mehr enthalten und nicht 
mehr mit (R,S)-2,2-HTFMPA wachsen, uberleben und werden angereichert. 
Anschliessend wurden die Zellen geerntet, mit 0,9%iger NaCl-Losung gewaschen, in 
frischem Medium uber Nacht inkubiert und dann ausplattiert Die Kolonnien wurden auf 
Nitrilhydratase-Aktivitat getestet Die Haufigkeit der gewunschten Mutation war 2%. 

Die Mutante von Rhodococcus equi TG 328-2 wurde in einem Mineralsalzmedium 
gemass Gilligan et al., (ibid) angezuchtet. Die gewaschenen Zellen wurden bei einer 
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OD 65 o„ in = 5,0 sowohl mit 2-Hydroxy-2-methyl-3 > 3,3-trifluormethylpropionsaurenitril- 
Ldsung (1%) als auch mit einer (R,S)-2,2-HTFMPA-Losung (1%) in 100 mM 
Phosphatpuffer (pH 7,7) bei 37 °C inkubiert. Nach 16 h wurde mittels GC-Analyse 
gezeigt, dass das Nitril quantitativ zum Amid umgesetzt wurde, wogegen das Amid 
nicht zur Saure hydrolysiert wurde. 



Beispiel 4 

Herstellung von (S)-2,2-HTFMPA und (R)-2,2-HTFMPS mittels eines Mikroorganis- 
mus enthaltend eine Amidohydrolase (Wildstamm) 

4.1. Selektion und Isolation von Mikroorganismen mit (R)- und (S)-Amidase- 
Aktivitat 

Zu 10 g Bodenprobe wurde 100 ml Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0) hinzugeben und das 
Ganze 10 Minuten stehen gelassen und filtriert. Danach wurde der Oberstand (5,0 ml) oder 
1 ml Abwasser (ARA, Visp) in ein Mineralsalzmedium (25 ml; Kulla et al , Arch. Microbiol. 
135, S. ] - 7, 1983) uberimprt, welches Glycerin und (R,S)-HTFMPA (Kohlenstoff- 
/StickstofT-Verhaltnis 5:1) enthielt. Anschliessend wurde diese Kultur inkubiert, bis eine 
Mischkultur entstanden war, die (R)- und / oder (S)-2,2-HTFMPA als einzige StickstofF- 
Quelle benutzen kann Diese Kultur wurde dann mehrmals liberimpft und bei 30 °C bebaitet 
bis eine Mischkultur entstanden war 

Die Reinkultur dieser Mikroorganismen wurde unter Zuhilfenahme traditioneller mikro- 
biologischer Techniken erhalten 

Die auf diese Weise erhaltenen Mikroorganismenstamme wurden dann auf Agar-Platten fur 
ihr Wachstum auf (R,S)-2,2-HTFMPA getestet Die positiven Stamme wurden weiter 
getestet Mit diesen Stammen wurde dann ein Vorkultur-Medium angeimpft. Die in dieser 
Vorkultur enthaltenen Mikroorganismen wurden ins Mineralsalzmedium uberfuhrt und dann 
auf ihre Fahigkeit uberpriift, selektiv (R)-2,2-HTFMPA und / oder (S)-2,2-HTFMPA als 
einzige Stickstoff-Quelle zu nutzen, wobei der Oberstand mittels GC auf die Bildung von 
(R)-2,2-HTFMPS oder (S)-2,2-HTFMPS und auf die Anreicherung eines der beiden Amid- 
Enantiomere gepruft wurde. 

4.2. Aktivitatsbestiinmung der (R)- oder (S)-2,2-HTFMPA-Amidohydrolase 

Zur Aktivitatsbestimmung der Hydrolasen wurde die Mikroorganismensuspension auf eine 
optische Dichte von 4,0 bei 650 nm eingestellt. Als Medium diente ein Phosphatpuffer ( 1 00 
mmoiar), pH 7,0, mit 0,5 Gew.% (R.S)-HTFMPA. Diese Suspension wurde 2 h bei 
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30 °C unter Schutteln inkubiert. Das durch die Hydrolase freigesetzte NH 4 * wurde entweder 
kolorimetrisch oder mittels einer Ammonium-Elektrode bestimmt und das HTFMPA wurde 
mittels GC gemessen. Die Aktivitat wurde als g (R)- oder (S)-HTFMPA 
umgesetzt/l/h/optische Dichte bei 650 nm ausgedruckt, vorausgesetzt, dass 1 mmol 
gebildetes NH4* = 1 mmol umgesetztem HTFMPA entspricht. 



Tabelle 1: Die Hydrolase-Aktivitat von Klebsiella und Pseudomonas 



Stamm 


Hydrolase-Aktivitat 




(R)-spezifische (S)-spezifische 
(g/l/h/O D 650 nm) 


DSM 1 1009 
(Klebsiella oxytoca 
PRS1) 


0,1 1 




DSM 1 1010 
(Pseudomonas sp.) 




0,09 



4.3, Herstellung von (S)-2,2-HTFMPA und (R)-2,2-HTFMPS. 

Klebsiella oxytoca PRS1(DSM 1 1009), Klebsiella planticula ID-624 (DSM 1 1354) oder 
Klebsiella pneumoniae ID-625 (DSM 1 1355) wurden auf Mineraisaizmedium-Agar-Platte 
mit Glycerin als KohlenstofF-Quelle und (R,S)-2,2-HTFMPA als einzige Stickstoff-Quelle 2 
Tage lang bei 30 °C bebriitet. Die Zusammensetzung des Mineralsalzmediums ist in Kulla et 
al., Arch. Microbiol., 135, S. 1 - 7, 1983 beschrieben. Mit diesen ausplattierten 
Mikroorganismen wurde ein Vorkultur-Medium mit der gleichen Zusammensetzung beimpft 
und 2 Tag lang bei 30 °C inkubiert. 

Das gleiche Mineralsalzmedium (600 ml) wurde mit 50 ml Vorkultur zur Induktion und 
Biomassen-Produktion beimpft und bei 30 °C 21 h lang inkubiert. Anschliessend wurden die 
Zellen durch Zentriftigation geerntet und in 0,1 M PhosphatpufTer , pH 7.0 aufgenommen. 
Nach Resuspension der Zellen in 0,05M Phosphat Puffer (500 ml, pH 8,0) wurde ein 
optische Dichte bei 650 nm von 10 eingestellt und 1,0 Gew % (R,S)-2,2-HTFMPA 
zugeftigt. Nach einer Inkubation von ca. 5,5 h bei 40 °C wurde (R)-2,2-HTFMPA 
vollstandig zur entsprechenden Saure umgesetzt, was einer optischer Reinheit (ee) von 
100% und einer Ausbeute von 48%. 

Der Reaktionsablauf wurde anhand der NH 4 '-Freisetzung und anhand von GC-Analyse des 
Uberstandes. 
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4.4. Herstellung von (S)-2,2-HTFMPS und (R)-2,2-HTFMPA mittels eines 
Mikroorganismus enthaltend eine (S)-Amidohydrolase 

In analoger Weise zu Beispiel 4. 1 wurde der Mikroorganismen Pseudomonas sp. (DSM 
1 1010), Rhodococcus opacus ID-622 (DSM 1 1344), Arthrobacter ramosus ID-620 (DSM 
11350) und Bacillus sp ID-621 (DSM 1 1351) isoUert. Die Induktionsdauer betrug 2 Tage 
unter ansonst gleichen Bedingungen wie Beispiel 4.3 .. 

Im Gegensatz zu Beispiel 4.3 wurde die Biotransformation bei diesen Mikroorganismen mit 
0,5 Gew.% (R,S)-2,2-HTFMPA durchgefuhrt. Der Stamm Pseudomonas sp. (DSM 11010) 
besitzt eine (S)-spezif.sche Hydrolase und die Aktivitat der Hydrolase wurde bei pH 6 0 zu 
0,09 g (S)-2,2-HTFMPA (ee = 86%), umgesetzt/l/h/O.D 650 nm bestimmt. 

4.5. Aufarbeitung von (S)-2,2-HTFMPA und (R)-2,2-HTFMPS 

a) mittels Extraktion 

196 ml einer Reaktionsmischung enthaltend (S)-2,2-HTFMPA und (R)-2,2-HTFMPS 
(erhalten aus Beispiel 4.3) 0, 1 M Phosphatpuffer (250 ml), pH 10, wurden 3 mal mit 
Ethylacetat (200 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na 2 S0 4 
getrocknet und dann bei 40 °C und 50 mbar eingedampft. Auf diese Weise wurden 912 
mg feuchtes Produkt erhalten. Dieses wurde in heissem Ethylacetat (1,3 ml) gelost und 
die Losung dann auf Raumtemperatur abgekuhit. Nach Zugabe von Hexan (2 ml) fiel 
das Produkt aus Die Mischung wurde auf 0 °C abgekuhit, das Produkt filtriert und dann 
im Vakuum bei 50 : C getrocknet. Dabei wurden 791 mg des (S)-2,2-HTFMPA 
erhalten. entsprechend einer Ausbeute von 78,2 % bez. der halben eingesetzten Menge 
Mittels chiraler GC- Analyse wurde nur das (S)-Isomere identifiziert 
Die verbieibende Wasserphase wurde mit konz. HCI auf pH 1 eingestellt und dann 2 mal 
nut Ethylacetat (200 ml) extrahiert. Die Extrakte wurden bei 40 °C eingedampft und 
dann getrocknet. Dann wurde 1 ml Toluol hinzugegeben und das Ganze auf 
Raumtemperatur abgekuhit. Es wurden nochmals 2 ml Hexan hinzugegeben und das 
Ganze auf 0 °C gekuhlt. Der FeststofF wurde 2 - 3 mal mit Hexan gewaschen und dann 
getrocknet Insgesamt wurden aus der Wasserphase nach Trocknen im Vakuum bei 35 
°C 664 mg (R)-2,2-HTFMPS erhalten, entsprechend einer Ausbeute von 65 7 % bez 
der halben eingesetzten Menge Mittels chiraler GC-Analyse wurde nur das (R)-lsomere 
identifiziert. 
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b) mittels Elektrodialyse (direkte Isolation von (S)-HTFMPS 

Eine Reaktionsmischung enthaltend (S)-2,2-HTFMPA und (R)-2,2-HTFMPS (erhalten 
aus Beispiel 4.3) wurde der Ultrafiltration unterworfen, urn zellulares Material zu 
entfernen. Die daraus resultierende Losung wurde der Elektrodialyse unterworfen. 
Dabei wanderte das (R)-2,2-HTFMPS und alle Puffersalze durch die Membran 
hindurch. Nach Beendigung der Elektrodialyse wurde eine Losung von reinem (S)-2,2- 
HTFMPA (2342,2 g) erhalten. Diese Losung wurde bei 135 °C und 20 mbar destiliiert 
bis 447 g Produkt erhalten wurden. Dann wurden 32,7 g festes NaOH 0,8 mol) 
hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde fur 3 h auf Ruckflusstemperatur 
erhitzt. Nach dieser Zeit war das (S)-2,2-HTFMPA vollstandig zur (S)-2,2-HTFMPS 
umgesetzt. Die Losung wurde auf eine Temperatur von unterhalb 25 °C abgekuhlt und 
der pH mit 93,6 g konz. HC1 von pH 13,8 auf pH 1,0 eingestellt. Die wassrige Phase 
wurde 2mal mit Acetessigester (500 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
wurden mit Na 2 S0 4 getrocknet und dann filtriert. Die Losung wurde am 
Rotationsverdampfer bis zu einer dicken Suspension eingedampft. Zur Suspension gab 
man 2mal je 20 ml Toluol, urn dann die dabei erhaltene Suspension nochmals 
einzuengen Dann wurden nochmals 10 ml Toluol hinzugefiigt, um das Ganze zum 
Ruckfluss zu erhitzen Die Losung wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt und Hexan 
(30 ml) wurde hinzugegeben bis das Produkt prazipitierte. Die Suspension wurde auf 
-10 °C abgekuhlt und das Produkt mittels Ultrafiltration gesammelt. Nach Trocknen im 
Vakuum (Temperatur < 35 °C) wurden 14,1 g (0,0892 mol) reine (S)-2,2-HTFMPS 
(ee-Wert 99,7%) entsprechend einer Ausbeute von 35% (berechnet ausgehend von der 
Halfte des Eduktes), erhalten 

Beispiel 5 

a) Chemische Hydrolase von (S)-2,2-HTFMPA zu (S)-2,2-HTFMPS 

0,47 g Natriumhydroxid (11,6 mMol) wurden in 5 ml destiliiertes Wasser gegeben. 
Hierzu wurden 650 mg (4, 14 mMol) (S)-2,2-HTFMPA hinzugefiigt und das Ganze auf 
Ruckflusstemperatur erhitzt. Nach 2 h wurde die Reaktionsmischung auf 
Raumtemperatur abgekuhlt und der pH mit 10%iger HC1 auf pH 1,0 eingestellt. 
Anschliessend wurde die Mischung 2 mal mit Ethylacetat (10 ml) extrahiert. Die 
vereinigten organischen Phasen wurden uber Na 2 S0 4 getrocknet, filtriert und bei 
maximal 40 °C eingedampft. Nach Trocknen im Vakuum-Ofen (45 min bei 35 °C) 
wurden 618 mg (S)-2,2-HTFMPS, entsprechend einer Ausbeute von 94,4 %, erhalten. 
Mittels chiraler GC-Analyse wurde nur das eine Isomere identifiziert. 
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b) Mikrobiologische Hydrolyse von (S)-2,2-HTFMPA zu (S)-2,2-HTFMPS 

Rhodococcus equi TG 328 (DSM 6710) wurden in einem Mineralsalzmedium gemass 
Gilligan et al., (ibid) angeziichtet. Die gewaschenen Zellen mit einer OD 650nm = 5,0 
wurden mit einer (S)-2,2-HTFMPA-L6sung (1% in 100 mM Phosphatpuffer, pH 7,7) 
bei 37 °C inkubiert Nach 16 h wurde mittels GC-Analyse gezeigt, dass das (S)-2,2- 
HTFMPA quantitativ in die (S)-2,2-HTFMPS uberfuhrt wurde. 



Beispiel 6 

6.1 Erzeugung eines Kapsei-negativen Mutanten von Klebsiella oxytoca PRS1 

Klebsiella oxytoca PRS1 bildete eine Schleimkapsel, die dem Stamm ungunstige 
Eigenschaften bei der Fermentation verlieh. Ein Kapsel-negativer Stamm war vorteiihaft fiir 
die Zellabtrennung und die nachfolgende Aufarbeitung 

Kapsel-negative Mutanten wurden mittels Acridine ICR 191 (J. H. Miller Experiments in 
Molecular Genetics, Cold Springs Harbor, 1972), wie nachfolgend beschrieben, isoliert. 

Klebsiella oxytoca PRS1 wurde im Mineralsalzmedium enthaltend 0,2% Glucose und in 
Anwesenheit von Acridine ICR 191 angeimpft und iiber Nacht bei 30 °C bebriitet. 
Anschliessend wurde diese Kultur in frisches Medium uberimpft und nochmals iiber Nacht 
bei 30 °C bebrutet. Die Kultur wurde verdunnt und auf Nutrient Agar ausplattiert Nicht 
schleimige Kolonien wurden gepickt und iiberprurt. Die Mutanten wurden mit einer 
Frequenz von 0,18% isoliert Ein Beispiel solcher Mutanten ist Klebsiella oxytoca PRS1K17 
(DSM 1 1623) Diese Mutante zeigte das gleiche Wachstumsverhalten wie der Wildtyp Das 
(R)-spezifische Enzym besitzt die gleiche Aktivitat wie in Klebsiella oxytoca PRS 1 aber der 
Stamm bildete keine Schleim-Kapsel. Diese Mutante wurde fiir die Enzymcharakterisierung 
und die Genklonierung benutzt. 

6.2 Preparation chromosomaler DNA von Klebsiella oxytoca PRS1K17 (Kapsel- 
negative Mutante von PRS1) 

Die chromosomale DNA einer frischen Ubernachtkultur von Klebsiella oxytoca PRS1K17 
(100 ml Nutrient Yeast Broth, 30 °C) wurde nach der modifizierten Methode von R.H 
Chesney et al. (J. Mol Biol., 130, 1979), 161 - 173) isoliert: 

Die abzentrifugierten Zellen (15 min, 6'500 x g, 4 °C) wurden in Tris-PufFer (2,25 ml, 0,05 
mol/1, pH 8,0, 10% (w/v) Saccharose resuspendiert. 
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Nach Zugabe von 375 |il Lysozymlosung (10 mg/ml; 0,25 moi/I Tris-HCl-PufFer, pH 8,0) 
und 900 nl 0, 1 moi/I EDTA, pH 8,0, wurde die Suspension fur 10 min auf Eis gekuhlt. 
Darauf folgte die Zugabe von 450 5% (w/v) SDS und von 50 jal Ribonuklease (10 mg/ml 
H 2 0) und eine Inkubation bei 37 °C fur 30 min. Die Inkubation wurde nach Zugabe einer 
Spatelspitze Proteinase K und 400 \x\ Pronase (20 ml/ml H 2 0) fur 2 h fortgesetzt. 
Es wurde nach Mischen mit 4,3 g CsCl zentrifugiert (30 min, 40'000 x g, 20 °C), mit 250 ^1 
Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt und in der Ultrazentrifuge (Vti 65.2-R6hrchen) 
zentrifugiert (mehr als 8 h, 246'000 x g, 20 °C). Unter langwelligem UV-Licht wurde die 
DNA-Bande aus dem Rohrchen abgesaugt. Nach Zugabe des 4-fachen Volumens TE-Puffer 
(10 mmol/I Tris-HCl, pH 8,0, I mmol/l EDTA) wurde das Ethidiumbromid dreimal mit 
Wasser gesattigtem n-ButanoI extrahiert. Die DNA wurde mit Isopropanol prazipitiert, in 
TE-PufFer aufgenommen und 15 min bei 65 °C inkubiert. Das Praparat konnte bei 4 °C 
aufbewahrt werden 

6.3 Restriktion und Ligation der chromosomalen DNA 

5 ng Klebsiella oxytoca PRS 1K1 7-DNA und 4,5 ng Vektor-DNA (pBLUESCRIPT-KS+®) 
wurden jeweils mit 20 Units Restriktionsenzym Hindlll in einem Totalvolumen 
RestriktionspufTer von 100 jil geschnitten (6,5 h bei 37 °C) Die DNAs wurden mit Ethanol 
prazipitiert und im Speed Vac R Concentrator getrocknet Die Niederschlage wurden im 
LigationspufTer (20 mmol/l Tris-Puffer, 10 mmol/I DTT (Dithiothreitol), 10 mmol/I MgCI 2 , 
0,6 mol/1 ATP (Adenosintriphosphat, pH 7,2) aufgenommen und vereinigt 
(Ligationsvoiumen 100j.il). 

Nach Zugabe von 1 Unit T4-DNA-Ligase wurde uber Nacht bei 13 °C inkubiert. 

Die DNA des Ligationsgemisches wurde mit Isopropanol prazipitiert und in 30 |al Wasser 

zur Transformation aufgenommen. 

6.4 Transformation von E. coli XLI-Blue MRF® und Selektion 

Kompetente Zellen von E. coli XL 1 -Blue MRF'® wurden mittels Elektroporation mit dem 
Ligationsgemisch nach der beschriebenen Methode von S. Fiedler und R. Wirth (Analyt. 
Biochem., 170, 1988, 38-44) transformiert. 

Zum Plasmidnachweis wurde auf Nutrient Agar mit Ampicillin (100 |ig/ml) und zum 
tl Insert"-Nachweis mit 0,5 mmol/l IPTG (Isopropyl-(3-D-thiogalaktiosid) und X-Gal (30 n 
g/ml, 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-P-D-galaktopyranosid) bei Inkubation bei 37 °C 
selektioniert. 

Bei einer Transformationsfrequenz von 1,7 x 10 8 cfii/ml ("colony forming units" = 
lebenden Zellen) besassen nahezu alle Klone ein Hindlll "Insert". 
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Beispiel 7 

Screening der Klebsiella oxytoca PRS1KI7-Genbank nach dem (R)- S pezifischen 
Amidohydrolase-Gen 

Klone mit Hybridplasmiden (HindHI "Insert") wurden auf Minimalmedium-Agar nach H 
Kulla et al. (Arch. Mikrobio! .. 135, 1983, 1-7) mit 0,4% (v/v) Glycerin als C-Quelle, 0,2% 
(w/v) (R,S)-2,2-HTFMPA als einzige N-Quelle und Ampicillin (5 ug/ml) zur 
Plasmidstabilisierung, auf ihre Wachstumsfahigkeit uberpruft. Nur Klone, welche das intakte 
Amidohydrolase-Gen sad auf dem DNA-"Insert" im Plasmid enthieiten, waren fahig, das 
(R,S)-HTFMPA als N-Quelle zu verwerten, dieses in die gesuchte (R)-Saure umzusetzen 
und auf diesem Minimalmedium zu wachsen. Solchermassen selektionierte Klone enthieiten 
alle ein Hybridplasmid aus Vektor pBLUESCRIPT-KS+® mit einem HindHI "Insert" von 
ca. 2,73 kb 

Auf diese Weise wurde der Stamm E. coli XLl-Blue MRF'® mit dem als pPRS2a 
bezeichneten Plasmid identif.ziert, aus dem das Plasmid pPRS2a isoliert und naher 
charakterisiert wurde. 



Beispiel 8 

Lokalisation des Amidohydrolase-Gens (sad) auf dem klonierten HindlH-Fragment 

8.1 Restriktionskarte von pPRS2a 

Durch Restriktionsanalyse nach herkommlichem Vorgehen (Current Protocols Molecular 
Biology, John Wiley and Sons, New York, 1987, Abschnitt 2, wurde eine grobe 
Restriktionskarte vom pPRS2a bezuglich Xhol, Drall, Smal, PstI, Sail, BamHl erstellt 
Fig. 1 zeigt die Restriktionskarte 

8.2 Formulierung von gemischten DNA-Oligomeren beruhend auf der N-terminalen 
Peptidsequenz der Amidohydrolase 

Aufgrund des genetischen Codes konnte ein gemischtes DNA-Oligomer fur die N-terminale 
PepUdsequenz der Klebsiella oxytoca PRS 1 K 1 7 Amidohydrolase formuliert und mit einer 
DNA-Synthese-Maschine synthetisiert werden: 
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LON T-4 

5' CAK CAK CTN ACN GAR GAR ATG CA 3' 
AS His His Leu Thr Glu GIu Met 

AS = Aminosauresequenz 



8.3 "Southern Blot-Hybridisierung" von Restriktionsfragmenten des Plasmids 
pPRS2a 

Die iiber Agarosegel-Elektrophorese (0,6%) aufgetrennten DNA-Fragmente, die nach 
unterschiedlichen Restriktionen (BamHI, Smal, Drall, HindHI, EcoRI) von pPRS2a 
erhalten wurden, wurden iiber das bekannte "Southern Blot-Verfahren" auf Nitrocellulose 
iibertragen (Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, New York, 
1987, Abschnitt 2.9ft) 

Die DNA-Oligomere wurden gleichermassen mit Digoxigenin 3'- endmarkiert. 

Die Hybridisienmg gegen die "Southern Blots" erfolgte nach dem bekannten Vorgehen (in 

der oben genannten Literaturstelle) 

Durch Hybridisierung gegen das der N-terminalen Proteinsequenz entsprechende Nukleotid- 
Oiigomer konnte ein 1,44 kb grosses Smal-BamHI-DNA-Fragment oder ein 1,52 kb 
grosses Drall-BaniHI-DNA-Fragment auf dem Hybridplasmid pPRS2a markiert werden. 



8.4 Subklonierungen des Hydrolase-Gens (sad) 

Das 1,52 kb grosse Drall-BamHI-DNA-Fragment, oder das 1,91 kb grosse Pstl-BamHI- 
DNA-Fragment, welches fur die (R)-spezifische Amidohydrolase aus Klebsiella oxytoca 
PRS1K17 codiert, wurde in gleichermassen verdaute Vektor-DNA pBLUESCRIPT-KS+® 
inseriert. 

Der Vektor pBLUESCRJPT-KS+® mit dem 1,52 kb grossen Drall-BamHI-DNA-Fragment 
wurde als Hybridplasmid pPRS7 bezeichnet. Der Vektor pBLUESCRIPT-KS+® mit dem 
1,91 kb grossen Pstl-BamHI-DNA-Fragment wurde als Hybridplasmid pPRS4 bezeichnet. 
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8.5 Sequenzierung des Hydrolase-Gens (sad) 

Das weiter oben unter 8.3 beschriebene 1,44 kb groBe Smal-BamHI-Fragment wurde mit 
Hilfe eines Laser-Fluoreszenz-DNA-Sequenators einer Fluoreszenz-Sequenziereung gemaB 
der modifizierten Didesoxymethode nach Sanger untenvorfen. Auf diese Weise wurde die 
als SEQ ID No. 1 bezeichnete Nukleotidsequenz bestimmt, aus der sich fur die 
Amidohydrolase die separat unter SEQ ID No. 2 dargestellte Aminosauresequenz ableitet 



WO 98/01568 



. PCT/EP97/03670 



Beispiel 9 

Aktivitatsbestimmung der (R)-Amidohydroiase-Klone 



Die Aktivitatsbestimmung wurde analog zu Beispiel 4.2 durchgefuhrt. 

Die Ergebnisse mit E. coli / pPRSlb und E coli / pPRS2a als Beispiel sind in Tabeile 2 

zusammengestellt. 





Hydrolase- Aktivitat 




Klon 


(R)-Amid 
R/l 


(S)-Amid 
e/l 


Stunden (h) 


E. coli XLl-Blue MRF'® / 
pi I\o ID \ txoivi-Kion) 


5,35 


5,92 


0 


E. coli XLl-Blue MRF'® / 
pPRSlb (EcoRI-Klon) 


0,00 


5.84 


4 




- Anfangsakti- 
vitat (37 °C) 
von 0,29 g / 1 / h 

/ ODcsonni 






E. coli XLl-Blue MRF ® / 
pPRS2a (HindMI-Klon) 


5,66 


5.92 


0 


E. coli XLl-Blue MRF'® / 
pPRS2a (Hindlll-Klon) 


0,00 


6.20 


8 




- Anfangsakti- 
vitat (37 °C) 
von 0, 1 3 g / 1 / h 
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Beispiel 10 

Enzymreinigung und Enzymcharakterisierung 
10.1 Enzymreinigung 

Wahrend der Reinigung wurden die aktiven Fraktionen kolorimetrisch bestimmt Danach 
wurde die Aktivitat des zellfreien Extraktes und des reinen Enzyms mittels GC-Methode 
ermittelt. Zeilen von Klebsiella oxytoca PRS1 (200 ml; OD 650 =21 in 100 mM Phosphat- 
puffer, pH 7,5) wurden durch 3maiiges Passieren durch die French-Presse bei 19000 psi 
(1309 bar) aufgebrochen. Benzonase (1 ul x 30 ml Extrakt 1 ) wurde hinzugefuet und dann 
wurde das Extrakt fur 15 min bei 100000 x g 1 h zentrifugiert. Der Uberstand (2 94 mg x 
ml ) wurde 10 min auf 80 °C erhitzt und dann das prazipitierte Protein durch Zentrifu B ation 
entfernt. Der Uberstand ( 1 70 ml. 0,83 mg x ml 1 ) wurde auf eine HiLoad Q-Sepharose 
26/10-Chromatographie-Saule (Pharmacia) aufgetragen, welche zuvor mit 50 mM 
Phosphatpuffer ( P H 7,5; Puffer A) aquilibriert worden war. Ungebundenes Protein wurde 
m It 130 ml Puffer A von der Saule gewaschen Dann wurde ein linearerer Gradient (500 ml 
1 M NaCl - 0 M NaCI in Puffer A) angelegt, wobei die Durchflussrate 2,5 ml x min' betrue 
5 ml Frakt.onen wurden gesammelt und auf Aktivitat getestet. D.e aktivsten Fraktionen (30~ 
- 37; 40 ml) wurden vereinigt. mittels Ultrafiltration zu 7,5 ml konzentriert und dann wurde 
der Puffer gegen einen 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,5) durch Gelfiltationschromatouraphie 
(Sephadex G-25 M, PD 10, Pharmacia) ausgetauscht. Anschliessend wurden die aktiven 
Frakt.onen auf eine Hydroxyapatit-Saule ( 5 ml; Bio-Scale CHTI, BioRad) welche mit 
emem 10 mM Phosphatpuffer aquilibriert worden war, aufgetragen Mittels eines 
Gradienten (90 ml; 0,5 mM Phosphatpuffer - 10 mM Phosphatpuffer, pH 7 5) wurden 1 ml 
Fraknonen be, einer Durchflussrate von 2,0 ml x min" 1 gesammelt und auf Aktivitat getestet 
D.e Fraknonen 17-25 und 32 - 34 hatten Aktivitat. Das Protein (M r 37000) von Fraction 

19 und den Frakt.onen 33 und 34 war gemass SDS-PAGE rein. Das Protein von Fraktion 

20 war mehr als 95 % rein Die Fraktionen 20 - 25 wurden vereinigt, auf 200 ul 
konzentnert und dann auf eine Gelf.ltrationschromatographie-Saule (Superose 12 
Pharmaca) aufgetragen. Gemass SDS-PAGE waren die Fraktionen 23 - 26 rein 
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10.2 Proteinsequenzierung 

Eine N-terminale Aminosauresequenz wurde vom Western-Blott erhalten, dann wurde das 
Protein mit Trypsin verdaut, die Peptide mittels HPLC isoliert und sequenziert. 

N-Terminus: Met Lys Trp Leu Glu Glu Ser He Met Ala Lys Arg Gly Val Gly Ala Ser Arg 





Lys Pro (SEQ ID Nr. 3) 


T3 


Val Tyr Trp Ser Lys (SEQ ID Nr. 4) 


T4: 


Lys Pro Val Thr His His Leu Thr Glu Glu Met Gin Lys (SEQ ID Nr. 5) 


T5: 


Tyr Thr Val Gly Ala Met Leu Asn Lys (SEQ ID Nr. 6) 


T6A: 


Met Glu Asn Ala Glu Asn He Met Ser He Gly Ser Ala Arg (SEQ ID Nr. 7) 


T7: 


Trp Leu Glu Glu Ser He Met Ala Lys (SEQ ID Nr 8) 


T8: 


Met Pro Phe Leu Asn Pro Gin Asn Gly Pro He Met Val Asn Gly Ala Glu Lys 




(SEQ ID Nr. 9) 


T9-2: 


Asp Ala Phe Glu Gly Ala He Asn Ser Glu Gin Asp He Pro Ser Gin Leu Leu 




Lys (SEQ ID Nr. 10) 


T9-2: 


Glu Phe His Tyr Thr He Gly Pro Tyr Ser Thr Pro Val Leu Thr He Glu Pro Gly 




Asp Arg (SEQ ID Nr. 11) 


Tl 1: 


Leu Phe He Gly Asp Ala His AJa Glu Gin Gly Asp Gly Glu He Glu Gly Thr 




Ala Val Glu Phe Ala (SEQ ID Nr. 12) 


T13-1: 


Gly Asp Val Leu Ala Val Tyr He Glu Ser Met Leu Pro Arg (SEQ ID Nr 13) 


T13-2: 


Gly Val Asp Pro Tyr Gly He Glu Ala Met He Pro His Phe Gly Gly Leu Thr 




Gly Thr Asp Leu Thr Ala Met Leu Asn Asp Gin Leu Gin Pro Lys (SEQ ID 




Nr. 14) 



10.3 Enzymcharakterisicrung 

Zur Amidasecharakterisierung wurde ein hitzebehandeltes zellfreies Extrakt eingesetzt. 
Zellen von Klebsiella oxytoca PRS1K17 (DSM 1 1623) (OD 650 =160) wurden durch 
Passieren durch die French-Presse bei 19000 psi (1309 bar) aufgebrochen. Benzonase (1 \x\ 
x 30 ml Extrakt" 1 ) wurden hinzugefiigt und dann wurde das Extrakt bei 20000 x g 1 h lang 
zentrifugiert. Der Oberstand (ca. 20 mg x ml" 1 Protein) wurde fur 10 min auf 70 °C erhitzt 
und dann wurde das prazipitierte Protein durch Zentrifiigation entfernt. Der Oberstand (ca. 
2,0 mg x ml' 1 ) wurde auf 5,0 mg x ml" 1 Protein konzentriert und dann bei -20 °C 
aufbewahrt. Der Hitzeschritt entfernte ca 90 % unerwunschtes Protein. 
Die Reaktionsrate war bis zu einer Proteinkonzentration von 0,5 mg x ml* 1 direkt propor- 
tional zur Proteinkonzentration. Daher wurde routinemassig eine Proteinkonzentration von 
0,2 mg x ml " ! ftir die Tests eingesetzt Fur die Bestimmung des pH-Optimums lag die 
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Konzentration an (R,S)-2,2-HTFMPA (Substrat) bei 0,5 % (32 mM) und die Temperatur 
betrug 40 °C. Fur den Test wurden die in Tabelle 4 aufgefiihrten Puffer eingesetzt 



Tabelle 4 



Puffer 


PH 


100 mM MES 


6,5 


lOOmMHEPES 


7,0; 7,5 


50 mM Phosphatpuffer 


8,0; 8,5 


50/100 mM Trispuffer 


8,0; 8,5 


50/100 mM Boratpuffer 


9,0;9,5 


50/100 mM CAPS-Puffer 


10,0; 10,5; 11,0 


Der Effekt der Temperatur auf d 


ie Reaktion wurde in 



einer Substratkonzentration von 0,5 % (32 mM) bestimmt Der Effekt auf die 
Substratkonzentration wurde bei 60 °C in 100 mM CAPS-Puffer (pH 10,0) und der Effekt 
von Methanol bei 40 und 60 °C bei einer Substratkonzentration von 1 % (64 mM) in 100 
mM CAPS-Puffer (pH 10,0) bestimmt. Der K M -Wert der Reaktion wurde mit dem 
Enzfitter-Programm von Biosoft ermittelt. 

Fig. 4 zeigt das pH-Optimum. Das pH-Optimum liegt zwischen 9.5 und 10,5 (100 mM 

CAPS-Puffer; Substratkonzentration 32 mM) 
Fig. 5 zeigt die Michaelis-Menten-Kinetik. Der KM- Wert hegt bei 32 mM fur (R)-2 2- 

HTFMPA (60 °C in 100 mM CAPS-Puffer, pH 10). 
Fig. 6 zeigt das Temperaturoptimum Das Temperaturoptimum liegt bei 70 °C (100 mM 

CAPS-Puffer; Substratkonzentration 32 mM). 
Fig. 7 zeigt den Effekt von Methanol. Methanol-Konzentrationen zwischen 5 und 20 % 

inhibierten die Reaktion 



10.4 Enzymimmobilisation 



Das hitzebehandelte zellfreie Extrakt wurde mit Eupergit C (Rohm GmbH) immobilisiert 
Hierzu wurde Eupergit C (3,0 g) zu 15 ml hitzebehandeltem zellfreien Extrakt 
(Proteinkonzentration 5 1 mg ) in 1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 8,0) hinzugegeben Die 
Mischung wurde bei Raumtemperatur unter leichtem Riihren 90 h lang inkubiert. Das 



WO 98/01568 



PCT/EP97/03670 



31 

immobilisierte Enzym wiirde filtriert und 4mal mit 20 ml 100 mM Kaliumphosphatpuffer 
(pH 8,0) gewaschen. Gebundenes Enzym am Trager (49 mg) ergab 9,5 g Feuchtgewicht an 
imrnobilisiertem Enzym, welches in 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 10,0) bei 4 °C 
aufbewahrt wurde. Um die Aktivitat und die Stabilitat des immobilisierten Enzyms zu 
testen, wurden 5 g (25 mg Protein) in eine kleine Chromatographiesaule gefullt. Um das 
Substrat (100 ml 4 %iges racemisches Amid in 100 mM CAPS-Puffer (pH 10)) zwischen 
Saule und Reservoir circulieren zu lassen, wurde eine peristaltische Pumpe benutzt (0,135 
ml x min -1 ). Das Ganze wurde im Wasserbad durchgeftihrt. Zu gewissen Intervallen wurden 
fur die Analyse Proben entnommen. Das Enzym war noch nach 200 h aktiv Mit 3 
Biotransformationen (jede mit 4 g racemischem Substrat, wobei die erste bei 60 °C und die 
anderen zwei bei 40 °C durchgefuhrt wurden) konnten insgesamt 6 g (S)-Amid erhalten 
werden. Zu Beginn der Reaktion wurden immobilisiertes Enzym (spezifische Aktivitat = 47 
^g x min" 1 x mg Protein '') bei 60 °C hinzugefiigt, was vergleichbar ist (41 %) mit nicht 
immobilsiertem Enzym (spezifische Aktivitat: 1 14 ng x min 1 x mg Protein" 1 ). 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 



( i ) ANMELDER : 

(A) NAME: LONZA AG 

(B) STRASSE: Muenchens teinerstrasse 38 

(C) ORT: Basel 

(E) LAND : Schweiz 

(F) POSTLEITZAHL: 4 002 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Verf ahren zur Herstellung von (S) - oder 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 14 

(iv) COMPUTER- LESB ARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC -DOS /MS-DOS 

■ (D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 1442 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Dopoelstrang 
<D) TOPOLOGIE: ringformig 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii ) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(vi) URSPRUNLICKE HERKUNr T : 

(A) ORGANISMUS: Klebsiella oxytoca 

(B) STAMM: ?RS1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRSI 

(vii) UNM I TTELBARE KERKUNF^ - 
(B) CLON(E) : pPRS2a 

(ix) MERKMAL : 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: join (197 . .1181) 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product = "Amidase" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CCCGGGAACT CCATGTGGCC GTGATCCTGG TCGAGCAGGA TATTGCGATG ATCCAGCGGG 

CCGCACAGCG CTGTGCGGTA ATGGATAAAG GCCTGGTTGT AGAAACGCTG ACCCAACAAC 

AGCTCTCTGA TGATCTTTTA ATGCGTCGTC ATCTGGCTCT GTAACTAAAC GCTATAAATT 

ACGTGGAGAA TAACAT ATG AAA TGG TTG GAA GAA TCC ATT ATG GCC AAA 

Met Lys Trp Leu Glu Glu Ser lie Met Ala Lys 
1 5 



60 
120 
180 
229 



10 
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CGC GGT GTT GGT GCC GGG CGT AAA CCG GTA ACG CAT CAC CTG ACG GAA 2 77 

Arg Gly Val Gly Ala Gly Arg Lys Pro Val Thr His His Leu Thr Glu 
15 20 25 

GAA ATG CAA AAA GAG TTT CAT TAC ACC ATT GGC CCT TAT TCC ACA CCC 325 
Glu Met Gin Lys Glu Phe His Tyr Thr lie Gly Pro Tyr Ser Thr Pro 
30 35 40 

GTC CTG ACC ATC GAA CCC GGT GAC CGG ATT ATT GTC GAC ACT CGA GAT 3 73 

Val Leu Thr lie Glu Pro Gly Asp Arg lie lie Val Asp Thr Arg Asp 
45 50 55 

GCT TTT GAA GGT GCT ATC AAT TCG GAA CAG GAT ATT CCG AGC CAG TTG 421 
Ala Phe Glu Gly Ala lie Asn Ser Glu Gin Asp lie Pro Ser Gin Leu 
60 65 70 75 

CTA AAA ATG CCC TTT CTC AAC CCA CAA AAC GGA CCG ATC ATG GTC AAT 46 9 

Leu Lys Met Pro Phe Leu Asn Pro Gin Asn Gly Pro lie Met Val Asn 
80 85 90 

GGC GCG GAG AAA GGT GAT GTG CTC GCT GTC TAT ATC GAA TCC ATG TTG 517 
Gly Ala Glu Lys Gly Asp Val Leu Ala Val Tyr He Glu Ser Met Leu 
95 100 105 

CCC CGC GGC GTT GAT CCC TAC GGC ATC TGC GCC ATG ATT CCG CAT TTT 565 
Pro Arg Gly Val Asp Pro Tyr Gly He Cys Ala Met He Pro His Phe 
110 115 120 

GGC GGA CTG ACC GGG ACC GAC CTG ACG GCC ATG CTC AAT GAT CCG CTG 613 
Gly Gly Leu Thr Gly Thr Asp Leu Thr Ala Met Leu Asn Asp Pro Leu 
125 130 135 

CCA GAA AAG GTG CGC ATG ATT AAA CTC GAC AGT GAA AAG GTC TAC TGG 661 
Pro Glu Lys Val Arg Met He Lys Leu Asp Ser Glu Lys Val Tyr Tro 
140 145 150 155 

AGC AAA CGC CAT ACG CTT CCC TAT AAA CCC CAT ATT GGC ACC TTG AGC 70 9 

Ser Lys Arg His Thr Leu Pro Tyr Lys Pro His He Gly Thr Leu Ser 
160 " 165 " 170 

GTA TCG CCA GAA ATT GAC TCA ATC AAT TCA CTG ACG CCA GAC AAT CAC 7 57 

Val Ser Pro Glu lie Asp Ser He Asn Ser Leu Thr Pro Asp Asn His 
175 180 185 

GGC GGG AAT ATG GAT GTG CCG GAT ATA GGA CCA GGG AGT ATT ACC TAT 805 
Gly Gly Asn Met Asp Val Pro Asp He Gly Pro Gly Ser lie Thr Tyr 
190 195 200 

CTG CCG GTA CGT GCG CCT GGA GGC CGC CTG TTT ATT GGT GAT GCC CAT 853 
Leu Pro Val Arg Ala Pro Gly Gly Arg Leu Phe He Gly Asd Ala His 
205 210 215 

GCT TGT CAG GGT GAT GGT GAG ATT TGC GGG ACC GCA GTA GAG TTT GCC 901 
Ala Cys Gin Gly Asp Gly Glu lie Cys Gly Thr Ala Val Glu Phe Ala 
220 225 230 235 

TCA ATC ACC ACC ATC AAA GTC GAT TTG ATC AAG AAC TGG CAG CTT TCC 94 9 

Ser He Thr Thr He Lys Val Asp Leu He Lys Asn Trp Gin Leu Ser 
240 245 250 

TGG CCA CGA ATG GAG AAT GCC GAA AAT ATT ATG AGT ATT GGC AGT GCA 9 97 " 

Trp Pro Arg Met Glu Asn Ala Glu Asn He Met Ser He Gly Ser Ala 
255 260 265 
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Ai - a Met Lteu Asn Lys Asn Leu Leu Val 
320 325 

AACTAACCGG TGAACATTAC CCGGATGTAG ATCGGGGTAA TGTGTAAGTT CAAACAATCG 
CTATTTTTAA CAGCTAAAGC AGGTGCATAT GGGGCCAGAT ACACCCATCA ATATTGGTTT 
ACTTTACT CC TTCAGCGGAG TGACGGCGGC ACAAGAGTTG TCACAATGGC GCGGAGCAAC 
CCAGGCTATT GCCGAAATTA ATCAAAATGG CGGCATCAAC GGCAGACCAC TCAATGCAAT 
TCATTTGGAT CC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 32 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Prot-in 

(xi) SEQUENZ3ESCHREI3UNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Lys Trp Leu Glu Glu Ser He Met Ala Lys Arg Gly Val Gly Ala 

10 15 
Gly Arg Lys Pro Val Thr His His Leu Thr Glu Glu Met Gin Lys Glu 

Phe His Tyr Thr He Gly Pro Tyr Ser, Thr Pro Val Leu Thr I le Glu 



Pro Gly Asp Arg He He Val Asp Thr Arg Asp Ala Phe Glu Gly Ala 

S: > 60 

lie Asn Ser Glu Gin Asp He Pro Ser Gin Leu Leu Lys Met Pro Phe 

70 75 80 

Leu Asn Pro Gin Asn Gly Pro He Met Val Asn Gly Ala Glu Lys Gly 

B5 90 



95 



Asp Val Leu Ala Val Tyr He Glu Ser Met Leu Pro Arg Gly Val Asp 

105 110 

Pro Tyr Gly He Cys Ala Met Ile Pro His Phe Gly Gly Leu Thr Gly 

120 125 

Thr Asp Leu Thr Ala Met Leu Asn Asp Pro Leu Pro Glu Lys Val Arc 
130 135 14Q 1 ^rg 



1045 

1093 

1141 

1190 

1250 
1310 
1370 
1430 
1442 



WO 98/01568 



35 



PCT/EP97/03670 



Met lie Lys Leu Asp Ser Glu Lys Val Tyr Trp Ser Lys Arg His Thr 
145 150 155 160 

Leu Pro Tyr Lys Pro His lie Gly Thr Leu Ser Val Ser Pro Glu lie 
165 170 175 

Asp Ser lie Asn Ser Leu Thr Pro Asp Asn His Gly Gly Asn Met Asp 
180 185 190 

Val Pro Asp lie Gly Pro Gly Ser lie Thr Tyr Leu Pro Val Arg Ala 
195 200 205 

Pro Gly Gly Arg Leu Phe lie Gly Asp Ala His Ala Cys Gin Gly Asp 
210 215 22C 

Gly Glu lie Cys Gly Thr Ala Val Glu Phe Ala Ser lie Thr Thr lie 
225 230 235 240 

Lys Val Asp Leu lie Lys Asn Trp Gin Leu Ser Trc Pro Arg Met Glu 
245 250 " 255 

Asn Ala Glu Asn lie Met Ser lie Gly Ser Ala Arg Pro Leu Glu Asp 
260 265 " 270 

Ala Thr Arg lie Ala Tyr Arg Asp Leu lie Tyr Trc Leu Val Glu Asp 
275 " 280 " 285 

Phe Gly Phe Glu Gin Trp Asd Ala Tyr Met Leu Leu Ser Gin Cys Gly 
290 ** 295 3C: 

Lys Val Arg Leu Gly Asn Met Val Asp Pro Lvs Tyr Thr Val Gly Ala 
305 310 315 320 

Met Leu Asn Lvs Asn Leu Leu Val 
325 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHSN : 

(A) LANGE : 2 0 Aminosauren 

( B ) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 
(B) STAMM: PRS1 

C C ) IND I VI DUUM/ I SOLAT : PRS 1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Met Lys Trp Leu Glu Glu Ser lie Met Ala Lvs Arg Gly Val Gly Ala 
1 5 10 15 

Ser Arg Lys Pro 
20 

£2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE : 5 Aminosauren 
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(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(B) STAMM : PRS1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRS1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 

Val Tyr Trp Ser Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 13 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(B) STAMM: PRS1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT : PRS1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 

Lys Pro Val Thr His His Leu Thr Glu Glu Met Gin Lys 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE : nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(B) STAMM: PRS1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRS1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 

Tyr Thr Val Gly Ala Met Leu Asn Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
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(C) STRANG FORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(B) STAMM: PRS1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRS1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 

Met Glu Asn Ala Glu Asn lie Met Ser lie Gly Ser Ala Arg 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : nicht bekannt 

(D) TOPCLGGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(B) STAMM: PRSl 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRSl 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Trp Leu Glu Glu Ser lie Met Ala Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ZD NO: 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 18 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANC-FORM : nicht bekannt 
<D> TOPCLCGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MCLEKULS : Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(B) STAMM: PRSl 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRSl 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Met Pro Phe Leu Asn Pro Gin Asn Gly Pro lie Met Val Asn Gly Ala 
15 10 is 

Glu Lys 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 
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(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE; nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(B) STAMM: PRS1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRS1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Asp Ala Phe Glu Gly Ala He Asn Ser Glu Gin Asp He Pro Ser Gin 
1 5 io 15 

Leu Leu Lys 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE; 21 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(B) STAMM: PRS1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRS1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Glu Phe His Tyr Thr He Gly Pro Tyr <^e>- 
1 5 ' 10 " 

Glu Pro Gly Asp Arg 
20~ 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 23 Aminosauren 
(3) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 
(3) STAMM: PRS1 
(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRS1 



-hr Pro Val Leu Thr He 
15 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Leu Phe He Gly Asp Ala His Ala Glu Gin Gly Asp Gly Glu He Glu 
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Gly Thr Ala Val Glu Phe Ala 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: " 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(B) STAMM: PRS1 

(C) INDIVIDUUM/ISOIiAT: PRSl 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Gly Asp Val Leu Ala Val Tyr He Glu Ser Mec Leu Pro Arg 

1 _S i n 



5 10 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 33 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: PRSl 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 
(B) CLON(E) : PRSl 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Gly Val Asp Pro Tyr Gly He Glu Ala Met He Pro His Phe ^ly Glv 
5 10 1 = 

Leu Thr Gly Thr Asp Leu Thr Ala Met Leu Asn Asd Gin Leu G-n P^ 0 
20 25 ' 30 

Lys 
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LONZA AG 
CH-3930 Visp 



ANERkLNNI.Nf, DFR HlNTOU.Ui.UN. VON MIKRi >OU» iANISMI'N 
l-UU DinzwnCKK VOV PATE^TVHRFAKREN 



INTERNATIONALES I ORMBLA TT 



EM P 1 ■ A N G S B EST A TI G L 1 N G BEI ERSTHINTFRI I CiUNC, 
ansgesiclJt gcmafi Repel 7.1 von tier unicn an«ccehencn ' 
INTERNATIONA Lii N 1 1 1 N TF R L EG t J NG.S'STF. L L E 



I KL-NNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HINTl-RI.I-XiHK ziigcwiltcs Bc/mjszcichcn 
Ipl 134 



Von <Ut INTKRNATIONAI.EN HINTERLEGl i\( iSSTEI i T 
/uueteillc E1N( iAN( iSNUMMER. 

DSM 11009 



U CSSENSCHAITLICHE BHSC'I IREIBUNt i I M ).<>,),,< VORGKSC, H.AGENE TAXONOMISCHE BE/EIO INLNG 



Mil dem uniL-r i. bczeiclmeicn Mikronruiimsnui 



(X ) cine wisscnschat'tliche Reschrahiuti; 

IX ) cine vorgcscMngctic inxt.iioiin^hc Ikvcicjmu:;- 

ciniiereicht 

(Zutrcifcmfcs ;mkrcuzcin. 



HI I -IMiAMi UNI) ANN A MM! . 



i rsuunicrtcgunii) cmsccaiicen isi " w j ° ^ * tltaurm ucr 



IV HINGANG DES AN I RAGS Al F UMWANDt.l NX, 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTE1.LE 



Nome: DSMZ-DEl.TSCMF: SAMMI.UNG VON 

M 1 K ROORG AMSM FN l,"ND ZEL1 KULTl'REN (ImDII 

Anscliril'r M.ischeroder Wee Ih 
D-3RI24 Braunschwcic 



irnterscluilHe..) dcr zur Vcnrctung dcr in.ona.i, m I liiiicrlumuiassicllc 

bcl^icn Iconic, ode, dc S «der» voti .l.r cniiacMigtcn HcdiciiKt'cn: 

Oal.im 1996-06-2- 



I alls Kegel 6.4 Buchsiabe d zutritO. isi dies der Zcilpunkl. 7.u .lei 
ronnhlait DSMZ-H1V4 (cinzige Scitc) 0196 



... dcr Status ener Internationale, Hinlcrlc B u..ns S ,elle crworben «ordcn , 
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HUDAI'KSTF.R VPRTRAG I »l>r!R DM. INTI-RNA i'IONALu* 
ANI.RKENNt.NU D\SR 1 1 1 NTH R I .fin i.s'fj VON MIKKOOROANISMI-N 
FUR DIP. ZUTCKI-: VON PATOTVr-RFAinnN 



INTERNATIONAL!-^ FORMBLATT 



LON2A AG 
CH-3930 Visp 



i.RBENsrAHiGKnrrsnnscuniKiGUNG 

m.sgcstcili ccmafl Repel 10.2 von der untcn anecticbcn, 
INTERNATIONAI.KN HINTnRLHGt JNGS.STGLLI3 



I. HINTERLCCER 


II. KENNZIjICTINt JNCi DBS MIKROORGANISMUS 


Name: L0N2A AG 

AnsL-iirm: CH-3930 VisD 


Von dcr INTFRNATIONALFN IHNTKRLFGCNGSSTFI 1 i 
/ttaeiL-iltc V 1 NGANJG.NN U MMFR : 

DSM 11009 
Diitum dcr Ihntcrlcpuim ruler Wciierleiiuim'- 

1996-06-24 



i 

III. l.tiJKN.NI-AHI(iKI;[TSnn.SCHr-!MGi:N<i 



Die Lcbcnslahigkcii des « mcr II gciianmen Mikrooniamsmus .si :.m 1 9 9 6 - 0 >3 - 2 4 : -cprutt worden 
Zu dicscm Zeupunki war dcr Mikroorgnnismiis 

CX.)' Ic hens fall in 

t )' nichi mchr Icbensfahig 



IV. MI:l)INC!JNC;i K\ UNITR DLNFN I >II J |.; i if \ M A I IK iK I ! 1 M*K1 I I )1 



di k< ik;i:m mkc worhi-n isr 



V. INTERNATIONALE HIKTFRI EGl INGSS TFl 1 ! 



Name: DSMZ-DEUTStHF SAV1MLUNG VON 

MIKROORGANISMKN UND 7.ELI.K1 'I.Tl'RF.N GmbH 

Anschrilt: Maschcrodcr Wee Ih 
0-3X124 Braunschweig 



Unterschriftfen) dcr zur Vcrtrcliing dcr inicrnaiionalcn Hin!crk-»un««[ C llc 
bclugien Pcrsoiucn) odcr des (dcr) von ihr errniichtigtcn Uc-diemR"^.! 



Datum 1996-06-26 



Annabe des Datum* der Ersiiiintcrlccuns:. Wcnn cine crneme I linicrkcimu ode. cine Wcilcrlcilun- vorucnomnmi, w„r, . , a u , , 

dcr jcwcils Ictzicn crncutcn HinicrlcBunL- odcr Wciicrlemin" " ' w>r t Lnon,i» C ri wurden im. Angahe des Ua.ums 

7 dc '; in Rc ? cl 10 - ii»ciiMabc a ZilTcr .i und iii voriicsehencn Fallen Ansahc dcr tctzten UbcnsiaiiiekcitsprUliin" 
/lutrcticndcs ankrctizen. ^ 

AusriHIcn. wcnn die An-abcn henntrnct uorden sind nnd wcnn die Higcbuisse dcr ITUIung ncgaiiv warcn. 



Formblall DSMZ-RP/9 (einzisc Scite) 01 Of, 
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* "" DAPL?STKR VERTRAO OllER DIE INTERNATIONALE 
Ai,oRkENNUNG DER HIN TERLECl/NG VON MIKIOOROANHM.. 
l-'UR DIE ZWECKE VON l»ATENTVERFAhREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



LONZA AG 
CH-3930 Visp 



EMPFANGSBESTATIGUNG DEI ERSTHfNTFRLBOUNr 
mtsecsidit eemaa Rcgel 7.1 von der unien a«Re B ebene„ 
INTERNATIONALEN H I NTER LEG UNGsSS UF 



I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HfNTERLEGER zugcieiltes Bezugszcichen: 
4pl 11 



N- WISSENSCHAFTUCHE BESCHRFJBUNG UND/OOER VORGESCHL 



Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNOSSTELLF 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 11010 



AGENE TAXONOMISCHE BEZEICIINUNG 



Mit dcin unicr I. hczeichneten Mikroorgai 



intsimis wurdc 



( > cine wisscnschaftliche Beschreibuiw 

( ) eine vorgcscJilagenc laxonomischc Bczeichnung 



cingcrcicht 

(ZutrcfTendcs ankreuzen). 
HI. EINGANG UND ANNAHME 



SJs^cssnr" 6 nimm * dc - 1 - - ^ ilir am x 9 9 6 . 0 6 _ 2 4 (D; n dcr 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



ci.geg.nge, (Datum des Ei„g angs dcs An.rags n^Um^ZgT 8 H '"" :r " ;gUng gCmllB Budi "" S,e ' V <™S « 



V INTERNATIONAL!; HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTfRCN GmbH 
Ansclirift; Maschcroder Wcg I b 
D-38124 Braunscliweis 



' Falls Regel 6.4 Buchstabc d sutriffl. ist dies der Zeupunki. 
Formblall DSMZ-BP/4 (eirttigc Seite) 0|96 



UmerschrifUen) dcr ,„r Vcnretung der international Hin.erlc BU n CSS «e.le 
btfugten Pcrso„,c») oder dcs (der) vo„ i.„ crmach.igtcn BcdlcESST 

Datum: 19 96-06-26 



m dcin der Status cincr imcmaiionalen Hintericgungsstcll. 



ic erworben worden isi 
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BUDAPESTI-H VEKTRAG UlirfR DIE INTERNA TIONA:." 
ANERKiiNNUNG DER HINTERLEGiJNG VON MIKkGOROANISMEN 
FUR DIE ZWFCXE VON PA'l W TVERFAH^FN 



INTERNATIONALES FOR MB LA' IT 



LONZA AG 
CH-3930 Visp 



LEBENSFAHIGKEiTSBESCHEINIGUNG 

ausgcstclli gcmaO Rcgcl 10.2 von dcr untcn aneegebenen 

INTERN ATIONALEN II fNTER LEG U NG S STELL E 



1. HINTERLEGER 


II. KENNZEICIfNUNG DCS MIKROORGANISMUS 


Name: LONZA AG 
Anschhlt: CH-3930 Visp 

■ . 


Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGt : NGSSTFl LF 
zupciciltc F:iNGANGSNUMMCR: 

DSN! 11010 

Datum dcr Hinterlegung oder Weiterlcitung : : 
1996-06-24 





III. LEBENSFAHiUKEi rSBESCHEINlGUNG 



Die Lebcnstthigkcii dcs untcr II gcnanntcn Mikrour^ismus ist am 1996-06-24 : ecprUft worrien 
Zu diescm Zenpunkt war der Mikroorganismiis ~ 

(X)' icbcnsfthtg 

( )' niclii mehr Ichcnsfthig 



IV HEDIN'C il JNGEN. UNTER DEN EN DIE LI ;B ENS l ; A H I G K E ITS PR I .T" U N G 1)1 RCIIGERTIRT WORDEN isr 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

M1KROORGANISMEN WND ZELLKULTUREN GmbH 

Ansehrift: Maschcroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Umerschrifl(en) der zur Vcrtrctung der internntionnlcn Himcrlcgungsstcllc 
hefugten Pcrson(cn) oder dcs (dcr) von ihr crmacluieten liedicnsicten. 



Dnlum: 1996-06-26 



sxrs^^^^^iir Himer,ceune ~° cine Wcitcrlciu,,,s vo — ~- *■ — - — 

2«. d rtZdc' S al',cuL B „ UChSUbC " " "" d VOfScschencn , !lllen d " le <™» l-cbcs.JU.igkci^rufunp. 

Ansfllllen. wenn die Angaben beamragi worden sind mid wenn die lirgcbnissc dcr I'rill.ine ncgauv watcn. 



Pormblalt DSMZ-BP/9 (einzige Scitc) 0196 
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BUDAPESTER VERTRAM VUtiH DIE IN*1 ERN A flON ALE 
ANERKENNUNG DER HINTEPXEGUNG VON MIKRCOROANISMI2N 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVFB FAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Lonza AG 
Lonzastrasse 




CH-3930 Visp 


EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 
ausgesteilt gemafl Regel 7.1 von dcr untcn angegcbenen 
INTERN ATION ALEN HJNTERLEGUNGSSTELLE 


I. K. LNNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vmn H1NTERLEGER zugeteilces Bezugszeichen: 
ID-622 (Lonza PRS14 ) 


Von dcr INTERN ATION ALEN HJNTERLEGUNGSSTELLE 
zugetcilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 11344 

i 



II. VVISSENSCHAJFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMJSCHE BE2EICHNUNG 
MU Utm unter L bczcichnctcn Mikroorganismus wurdc 

(X ) eirtc wissenschartlichc Beschreibung 

(X ) tine vorgeschlagenc taxonomischc Bczcichnung 

cintscrcichL 

(/uurlTendcs ankrcuzen). 



lit i-iNGANG UND ANNAHME 



E)»«c international Hintcrlegungssielic nimmt den unicr i bczcichnctcn Mikroorganismus an. der bei thr am 1 9 9 6 - 1 2 - 1 ? m,t,. m a 
I'tsiliinterlegung)' eingcgangcn ist. ^ ^ x - luatum der 



IV EINGANG DES ANTRAGS ALT UMWANDLUNG 



Dcr untcr i bezcichnetc Mikroorganismus ist bci dicscr Intemaiionalen Htnreriegungsstdle am eingcgangcn (Datum dcr Erst- 
lunrertegung) und cm Amrag auf Urn wand lung dicscr Ersihintcrlcgung in cine Hintertcsung gemafi Budapester Vertrag ist am 
emsegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Naiuc: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

M1KROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Aiiichrift: Maschcrodcr Wcg ib 
D-38I24 Braunschwcie 



Untcrschnft(en) dcr zur Vcrtrctung dcr intemaiionalen Htntcriegungsstelle 
bctugten Person(cn) oder des (dcr) von ihr crmachtigten Bedienstetcn: 

Datum: 1997-01-09 



■ R= S c. 6 4 Buchstaae a z.miMt ,« dies der Zei.punkL z U dem dcr S,an, s ei„ e r ,„ K rn al ,„na le n Hin.cr.cgungss.c.e crworben worsen 

Ivrmblaa DSMZ-BP/4 (einzigc Scire) 0196 



WO 98/01568 



45 



PCT/EP97/03670 



Bt 'ESTER VERTRAG U13ER DIE INTERNATIONALE 
ANERKEnHUNG DER HINTERJLEGUNG VON MIKROORGaNISMEN 
FUR DIE ZWECKE VON PATENT/ EP.FAH REN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Lonza AG 
Lonzastrasse 

CH-3 93 0 Visp 

LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgcstcllt gemafl Regci 10.2 von dcr untcn angcgcbencn 

INTERNATIONA LEN HrNTERLEGUNGSSTELLE 



1. HTNTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Lonza AG 

Lonzastrasse 

<Vnschrift: 

CH-3930 Visp 


Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSS TELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 
DSM 11344 

Datum dcr Hinterlcgung odcr Weitcrlcitung : : 

1996-12-13 



HI. LEBENSFAHJGKEITSBESCHErNIGUNG 



Die Lcbcnsfahiglceit des timer II genanmen Mikroorganismus is( am 1996-12-17 3 gcnrtlft worden 
Zu diesem Zeitpunlct war dcr Mikroorganismus 

(XV IcbcnsfaJiig 

( )' nicht mchr Icbensf&hig 



IV. BEDrNGUNGEN. UNTER DENEN DIE LEB ENS F AH1 G K1EITS PRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGS STELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
M1KROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift: Maschcrodcr Wcg lb 
D-38I24 Braunschweig 



Unterschrift(en) dcr zur Vertretung dcr mternationalen Hintcrlegungsstellc 
befiigten Person(en) oder des (der) von ihr ermflchtigten Bediensteien: 



Datum: 1997-01-09 



^r^t'i?^ 1 ^ ^"^rteeunB- Wenn cine erneutc Hintertcgung odcr cine Weitcrlcitung vorgenommen worden isu Ancabc des Dammi 
oer jewens letzten emeuten Himerlegung odcr Wcitcrieitung. 

In den m Rcgcl 10.2 Buchstabe a ZifTcr ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe dcr ielzten LcbcnsfahiBkeitSDrtlfune 
^utrenendes anlcreuzen. 

AusfUllen. wenn die Angaben beantrngi worden sind und wenn die Ergebnissc der Prtlfung negativ waren. 
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BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE ! N'i*ERN ATI OW ALII 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNC VOK MIKROOROAN'SMEN 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVSRFAHREN 



INTERN ATI ON ALES FORMBLATT 


Lonza AG 
Lonzastrasse 




CH-3930 Visp 


EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 
ausgestellt gcmaB Rcgel 7 J von dcr untcn angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZEICHNUNG DES MI KROORG ANISMU S 


Vom HINTERLEGER zugeteilies Bezugszcichcn: 

:D-620 (Lonza PRS11) 


Von dcr rNTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 11350 


II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCKLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dem unicr I. bezcichneten Mikxo organ ismus wurde 




(X ) cine wissenschaftJichc Bcschrcibung 

(X ) cine vorgeschlagene taxonomischc Bczcichnung 




eingcrcicht 

(Zutrefifendcs ankreuzen). 




HI. EINGANG UND ANNAHME 


Diesc imernanonaJe Hinicrlcgungssielle nimmt den unicr I bezeichneten Mikrooreanismus an. dcr bci ihr am 19 96-12-13 (Datum der 
-rsthintcrlcgung) 1 cingegangen ist. 


rv. EINGANG DES ANTRA GS AUF UMWANDLUNG 


Dcr umer I bczcichneic Mikroorgan ismus ist bci dicscr Imcmationalcn Hintcrlcgungssiclic am cingegangen (Datum dcr Erst- 
hintericgung) und cin Antrag auf Umwandlung dieser Ersthintcrlegung in cine Himcriegung gemafl Budapester Vcrtrag ist am 
eingegangen (Datum des Ein gangs des Antrags auf Umwandlung). 


V, INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DS MZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGAN IS MEN UND ZELLK.U LTUREN GmbH 


Unterschrift(cn) dcr zur Vcnretung dcr iniemationalen Hintcrlegungsstcile 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr crmachtigten Bcdienstetcn: 


Anschrift: Mascherodcr Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Datum: 1997-01-09 



Falls Rcgcl 6.4 Buchstabc d zutriffi. isi dies der Zcitpunku zu dem dcr Status cincr international cn HimcricgungssteUe crworben worden i: 
Formblatt DSMZ-BP/4 (cinzigc Seiic) 0196 
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OAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 
ANEI. NNUNG DER HfNTERLEGUNu VON MIIvROORGANlS.VEN 
FUR DIE 2WECKE VON PATEMTWRFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Lonza AG 
Lonzastrasse 

CH-3 93 0 Visp 

LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgesteUi gemafl Rcgcl 10.2 von der umcn angcgebenen 

INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. HINTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES M1KROORGANISMUS 


Name: Lonza AG 

Lonzastrasse 

Anschrift: 

CH-3930 Visp 


Von der INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 
DSM 11350 

Datum dcr Hinteriegung odcr Weiterleitung 1 : 
1996-12-13 



III. LEBENSFAKIGKEITSBESCHEINIGUNG 



Die Lcbcnsfiihigkcii des unter II genannten Milcroorganismus istam 1996-12-13' gepruft worden 
Zu diescm Zciipunki war der Mikroorganismus 

(X) 1 lebensfthig 

( Y nichi mehr lebensfahig 



IV. BEDINGUNGEN, UNTER DEN EN DIE LEBENSFAJilGKJ-ITSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN ISr 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



Anschrift: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLK.U LTU REN GmbH 

Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Umcrschrift(cn) dcr zur Vertrctung dcr tnternationalen Htntertegungsstelle 
befugten Person(cn) Oder des (der) von ihr crmachtigten Bediensteten: 



Datum: 1997-01-09 



Angabc des Datums der Ersthintcrlcgung. Wcnn cine emcute Hinteriegung Oder cine Weiterleitung vorgenommcn worden isu Angabc des Datums 
oer jeweiis letaen emeu ten Hinteriegung oder Weiterleitung. 

In den in Regel 10.2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgeschenen Fallen Angabc der letzten Lcbcnsfahigkeitsprtifunc 
ZutrefFendes ankrcuzen. 

Ausfolicn. wcnn die Angabcn beamragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Prtltung negativ warcn. 
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^onza AG 
Lonzastrasse 

CH-3930 Visp 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



' ^ZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER 2 „ geleiltes Bezugszcicnc,, 

TD-621 (Lonza PRS12) 




Von dcr INTERNAT10NALEN HTNTERI Pr.irM™«-~ 
zugcteilte EINGANGSNUMMER:^^ UNGSSTELLE 

DSM 11351 




Mi. dem umer I. beaichneien Mikroorg Mismus wurde 



(X ) erne wisscnschaftJiche Beschrcibung 
(X ) cine vorgcschlagene taxonomy Bezc.chnung 
eingercichi. 

(Zutreffendcs ankreuzen). 



HI. EINGANG IJND ANNAHME 




Diese imemationale HinterleeunessteJle „™„, A ' ' ~~ - 

^thimeriegung,' cingegang * n -»™ *» ume, , bc«ichnc,c MUcroorga™ an. der bd ihr an, 19 9 6 - i2 - 1 



3 (Datum dcr 



■V. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



V. INTERNATIONALE H1NTERLEGUNGSSTELLE 



Name p^C-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MXKROORGAN.SMEN UNO ZEL^LTURH, Gmb „ 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38I24 Braunschweig 



Untcrschrift(cn) dcr zur Vcnrctung dcr 



imemationalcn H inter! egungssteiie 



Fails Regel 6.4 Buchstabe ri y „»^«i ■ ] -— — _ 

Fom,blatt DSMZ-BP/4 <e inlige Scile , 0196 



Pe^cn, ode, d« Me , v^=™ n B ediensteten: 

Datum: 1997-01-09 



einer tntcrnationaicn Hinierlegungsstellc crworben 



worden ist. 
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ampi? l A ^?J ER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 
ANERK^WLfNG DER HINTERLEGUN^ VCN MIKROCR3AN1SMEN 
FUR DIE 2WECKE VON I'A FENTV £RFAHR£N 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Lonza AG 
Lonzastrasse 

CH-3 93 0 Visp 



LEBENSFAHJGKEJTSBESCHEIN1GUNG 

ausgcsicllt gcmafl Regcl 10.2 von dcr unten angcgebenen 

INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L HINTERLEGER 



Name: Lonza AG 

Lonzastrasse 

Anschrift: 

CH-3 93 0 Visp 



H. KENNZEICHNUNG DES MI KROORGANI SMUS 



Von dcr rNTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugetcilte EINGANGSNUMMER: 
DSM 11351 

Datum dcr Hinieriegung oder Weiterleirung': 
1996-12-13 



HI. LEBENSF A HIGKEI TSB ES CHEINI GUN G 



Die Lebensfilhigkcit des untcr II genannten Mikroorgamsmus isi am 1996-12-16 : geprtln worden 
Zu diesem Zcilpunkt war dcr Mikroorganismus 

(X) 1 lebensfahig 

( )* nichi mehr lebensfahig 



IV. BEDINGUNGEK UNTER DEN EN DIE LEBENSFAH1GKEITSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 



isr 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Unterschrift(en) dcr zur Venretung dcr intern at ionalcn Himcricgunesstelle 
befugten Person<en) oder des (dcr) von ihr crmachtigten Bedienstctcn: 

Datum: 1997-01-09 



. . ... — «.w 6 «„ b . tt vim «nic cmcuic nimencgung ooer cine weuerieiiung vorpeno 

dcr jewctls lctzten erncuicn Hinieriegung oder Weiterieitung. 

Zut£ iTcnderwkrLzen 00 ^^ * " VOr&csehcncn Fallcn Angabc dcr lcmcn Lebensfthigkeiisprufiine. 

Ausfullen. wenn die Aneobcn bcaniragt worden sind und wenn die Ergcbnissc dcr Prufune nesativ waren. 



i worden ist. Angabe des Datums 



Formbiatt DSMZ-BP/9 (cinzigc Seite) 0196 
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JMC 'DAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 

^ C DER HINTERLEGLNG VCN MIKROORGAM j'MEN 
FUR DIE ZWECKE VON I'ATW" VERFA HR C N 



INTERNATIONALES rORMBLATT 



Lonza 

Lonzastrasse 



CH-3 93 0 Visp 

EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG 
a^gesttllt gemaB Kegel 7.1 von der umcn angegebenen 
INTERNATIONAL!*! HINTERLEGUNGSSTELLE 



1- KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS " " " ~ ' 1 


Vom HTNTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 
"D-624 (Lonza PRS16) 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugctcilic EINGANGSNUMMER: 

DSM 11354 


«. W IS SENSCHAPTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEJCHNUNG 


Mil dem unttr 1. bezeichneten Milcroorganismus wurde 




(X ) cine wissenschaftliche Bcschreibung 

(X ) eine vorgeschiagene taxonomische Bezeichnung 

cingereicht, 

(Zutreffendes ankreuzen). 




HI. EfNGANG UND ANNAHME ■ — 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



*mertW Hin« e r.egu ng ««e.le am eingegangen (Dan,™ der Em- 

cngegang.n <D atUm d« ^gang, dTltgs SSlZSr 1 " *" Hinttr,e8Un8 ^ BUdaPeSIe ' * 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANIS MEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Datum: 1997-01-09 



' Falls Kegel 6.4 Buchstabe d zuiriffi. ist d.es der ZeupunkL 
Formblatt DSMZ-BP/4 <einzigc Seiie) 0 J96 



2u dem der Status einer imemattonalen Himeriegungsstellc envorben i 
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ANERk^NNl NG DER HINTERLEGUNC VOIJ MIKROOUGANISMcN 
FUR DIE ZWECKE VON PaTEN"P'ERFA HRJFN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Lonza 

Lonzastrasse 
CH-3 93 0 Visp 



LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIOI 

ausgestellt gcmafl Regel 10.2 von der * men »"^cgcbcncn 

INTERNA TIONALEN HfNTERLEGI 'WGSS'HLLE 



I. HINTERLEGER 


11. KENNZE1CHNUNG DES MlKROf ** 4 GANft»MUS 


Name: Lonza 

Lonzastrasse 

Anschrift: 

CH-3930 Visp 


Von dcr INTERNATIONALES' HfN*/ t?HLE(/ JNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 


DSM 11354 

Datum dcr Himerlegung odcr Weiterfr'" 1 "? 
1996-12-27 


III. LEBENSFAHIGKHITSBESCHEINIGUNG 


Die Lebensfthigkeii des untcr II genanmen Mikroorganismus m am 1997- 
Zu diescm Zcitpunkt war dcr Mikroorganismus 


•01-06 : gcprUft worden. 


(X) 1 lebensfUhig 




( )' nicht rnchr lebensfahig 




IV. BEDINGUNGEK. UNTER DEN EN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG 


DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MI KROORG ANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift; Mascheroder Weg lb 
0-38 1 24 Braunschweig 



Unterschrift(en) dcr zur Vcrtretung <W inienwationalen HintcrlcgungssteUt 
befugten Pcrson(cn) odcr des (dcr) v* jJI ihr e» l "&chtigten Bedtensteten: 



(J 



Datum: 1997-01-09 



Angabc des Datums der Ersthinteriegung. Wenn eine erneuie Hintcrlegung odcr cine Wcitcrlcirunc voreenm-^ ncn warden Angabc des Daiu 
dcr jcwciis letzten emcmcn Hintcricgung odcr Wcitcrtciiung 

In den in Rege! 103 Buchstabc a Zifier ii tmd iii vorgcschcncn Fallen Angabc der letzten Lebensahtgkciw«- lUlun P 
z.utrenendes ankreuzen. 

AusOllIcn. wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse dcr Prtifung negauv warrn. 
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amc ^rrj^ VERTRAG ° BER DIE INTERNATIONALE 
ANQ^NNUNG DER HINTERLEGUNT VON MIKROORGANISMFN 
FUR DIE ZWECKE VON PA TEI 'TVERFAHRET .' 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Lonza 

Lonzastrasse 
CH-3 93 0 Visp 



EMPFANGSBESTATIGUNG BE] ERSTHJNTERLEGUNG 
ausgestellt gcmafl Rcgel 7.1 von dcr imt™ CK ^ tuUN G, 
INTERN ATI ON ALEN HmSSSmSST" 



I KENNZEICHNUNG DBS MIKROORGANISMUS 



Vom HTNTERLEGER zugctciltcs Bczugszeichcn: 

ID-G25 (Lonza PRS17) 



Von dcr INTERN ATI ON ALEN WNTERLEGUNGSSTELLE 
zugcteiltc EINGANGSNUMMER: 

DSM 11355 



U. WttSENSCHATTUCHE BESCHRE1BUNG UND /ODER VQRGESCHLAGENE TAXONOMI.<:r»F nc7i:rni.i,..i" 



Mi. dem u„, er I bczeichneten Mikroorga„i $rous wurde 

(X ) eine wissenschaftiiehc Beschreibung 

(X ) eine vorgeschlagene laxonomische Bezeichmmg 

eingereichL 

(Zul/cfTcndcs ankrcuzen). 



HI. EINGANG UND ANNAHME 



^^^J^SST^ nimm ' UnUr ' Mikroorgarmmus an. der bei ihr am 1996-12-27 (Datum der 



h *'S^ Himeriegun^ie am eingegangen (Datuln d „ ^ 

e.ngegangen <Da„,m de S Ein gwgs des ^ ZZS^^ " ^ HmX "^ »™" »»** PC «„ Vemag , ** 



NSme: ^^f^SCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38I24 Braunschweig 



' FaHS Reee ' 6 4 Buchsu *>° * "'trim. is. die, der Zei.puma 
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ANFRL-rMM.,ffJ^l. VERTRAG UBER DIC Internationale 

ANERkENNUNG DER HINTERLEGUN* i VOrt MlKROOKwAN.SME^ 
FUR DIE 2WECKE VOW PA7ENTV2RFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Lonza 

Lonzascrasse 
CH-3930 Visp 

LEBENSFAH1GKEITSBESCHEINIGUNG 

aiuge^m gcmail Rcgcl 10.2 von der umen angcgebenen 

INTERNATIONAL EN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. HTNTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Lonza 

Lonzastrasse 

Anschrift: 

CH-3930 Visp 

ITT irnrvirri'fiiot r r-» MK . 


Von dcr INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeiettte EINGANGSNUMMER: 

DSM 11355 

Datum dcr Himerlegung oder Weitcrlcitung': 

1996-12-27 



HI. LEBENSFAHIGKEITSBESCHErNIGUNG 



Die Lcbcnsfthigkcit des untcr II gcnannicn Mlkioorganismus ist am 1997-01-06 3 uorflft 
2u dtesem Zeitpimfct war der Mikroorganismus 8 P ft 



worden. 



(X)* lebensfllhig 

( )' nichi mehr iebensfahig 



IV. BEDINGUNGEN. UNTER DEN EN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFUHRT 



WORDEN isr 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
M1KROORGANISMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 



Anschrift: Maschcrodcr Wcg 1 b 
D-38124 Braunschweig 
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beftigten Person(cn) oder des (dcr) von ihr ermachtigtcn Bediensieten: 



Datum: 1997-01-09 



Ausflillen. »c„„ die Anjiben beanuagi worden s.nd und wenn die Ergebnisse der Prtlfung negativ ware „. 
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Patentanspriiche 

1 Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet, dass sie befahigt sind, das 
Propionsaureamid der Formel 



OH 

VI 



CF \ 

1 CONH 2 



in Form des Racemats oder seiner optisch aktiven Isomere als einzige Stickstoffquelle 
zu verwerten sowie Enzymextrakte daraus 

Mikroorganismen nach Anspruch 1 der Gattung Rhodococcus, Arthrobacter, Bacillus, 
Klebsiella oder Pseudomonas 

Mikroorganismen nach Anspruch 2 der Spezies Klebsiella oxytoca PRS 1 (DSM 
1 1009), Klebsiella oxytoca PRS1K17 (DSM 1 1623), Rhodococcus opacus ID-622 
(DSM 1 1344), Arthrobacter ramosus ID-620 (DSM 1 1350), Bacillus sp. ID-621 
(DSM 11351), Klebsiella planticula ID-624 (DSM 1 1354), Klebsiella pneumoniae ID- 
625 (DSM 1 1355) oder der Spezies Pseudomonas sp. (DSM 11010) oder deren 
funktionell aequivalente Varianten und Mutanten. 

Polypeptid mit Amidohydroiase-Aktivitat und befahigt, (R)-3,3,3-Trifluor-2-hydroxy- 
2-methylpropionsaureamid der Formel 

OH 

VI 



CF \ 

3 CONH 2 



zu hydrolysieren. 



Polypeptid nach Anspruch 4, worin das Polypeptid die in SEQ ID No. 2 dargestellte 
Aminosauresequenz oder ein Fragment davon oder ein funktionell aquivalentes 
Derivate dieser Sequenz oder dieses Sequenzfragments mit Aminosauredeletionen, 
-substitutionen, -insertionen, -inversionen, -additionen und/oder -austauschen umfaBt 
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DNA-Sequenz, codierend fur ein Polypeptid nach einem der Anspruche 4 oder 5. 

DNA-Sequenz fur die Expression eines Polypeptids nach einem der Anspruche 4 oder 
5 in einem Wirt, umfassend eine DNA-Sequenz ausgewahlt aus 

(a) DNA mit der in SEQ ID No 1 dargestellten Sequenz, Fragmenten davon und 
komplementaren Sequenzen hierzu, sowie von diesen abgeleiteten Sequenzen, die in 
den codierenden Regionen aufgrund der Variation des genetischen Codes degeneriert 
sind; und 



(b) DNA-Sequenzen, die mit den codierenden Regionen der unter (a) definierten 
Sequenzen hybridisieren, oder Fragmente davon. 

8. DNA-Sequenz nach Anspruch 6 oder 7, charakterisiert durch die Restriktionskarte 
gemass Fig 1 oder funktioneil aquivalente genetische Varianten und Mutanten davc 

9 Rekombinantes DNA-Molekul oder Vektor, enthaltend eine DNA-Sequenz nach 
irgendeinem der Anspruche 6 bis 8. 

10. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 9, namlich Plasmid pPRSlb, pPRS7, 
pPRS4 oder Plasmid pPRS2a. 

1 1 Mikroorganismen, enthaltend ein rekombinantes DNA-Molekul oder einen Vektor 
nach irgendeinem der Anspruche 9 oder 10. 



12. Mikroorganismen nach Anspruch 1 1, ausgewahlt aus Mikroorganismen der Gattung 
Escherichia, Pseudomonas, Comamonas, Acinetobacter, Rhizobium / Agrobacterium, 
Rhizobium. Bacillus, Rhodococcus oder Agrobacterium 

13. Mikroorganismus Escherichia coli DH5, enthaltend Plasmid pPRSlb, pPRS2a, pPRS4 
oder Plasmid pPRS7. 

14. Mikroorganismus Escherichia coli XL 1 -Blue MRF'® , enthaltend Plasmid pPRS lb„ 
pPRS2a, pPRS4 oder Plasmid pPRS7. 
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15. Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (R^S^^-Trifluor^-hydroxy^-methyl- 
propionsaure der Formeln 



OH 



OH 



•HIIUII 



CF, 



HOOC 



COOH 



II 



und / oder von (R)- oder (S)-3,3,3-trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaureamid der 
Formeln 



OH 



OH 



mil 



VII 



-^V-'illflll 

CF, 



H,NOC 



CONH, 



VIII 



umfassend die Umsetzung des Propionsaureamids der Formel 



OH 



VI 



CF, 



CONH, 



mittels eines Mikroorganismus gemass den Anspruchen 1 bis 3 oder 11 bis 13, 
Enzymextrakten daraus oder mittels eines Polypeptids gemass den Anspruchen 4 oder 
5, zu den Verbindungen der Formeln I, II, VII oder VIII, sowie gegebenenfalls 
Isolierung dieser Verbindungen. 

16. Verfahren zur Herstellung von (R)-3,3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaure 
der Formel 



OH 



HOOC 



II 



CF, 



und / oder von (S)-3,3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaureamid der Formel 
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OH 



VII 



CONH 2 



umfassend die Umsetzung des Propionsaureamids der Formel 



OH 




VI 



CF, 



CONH 2 



mittels eines Mikroorganismus gemass Anspruch 2 der Gattung Klebsiella, mittels 
eines Mikroorganismus gemass den Anspriichen 1 1 bis 14 oder einem Polypeptid 
gemass den Anspruchen 4 und 5 zu der Verbindung der Formel II, sowie 
gegebenenfalls Isolierung dieser Verbindung und / oder der bei dieser Umsetzung 
anfallenden Verbindung der Formel VII. 

1 7 Verfahren nach Anspruch 1 5 oder 1 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Propionsaureamid der Formel 



dadurch hergestellt wird, dass in der ersten Stufe Trifluoracetessigester der Formel 



OH 




CONH 2 



VI 



O 



O 




III 



mit einer Mineralsaure in Trifluoraceton der Formel 
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uberfuhrt wird, dieses in der zweiten Stufe mit einem Cyanid in das Propionsaurenitril 
der Formel 




uberfuhrt wird und dieses in der dritten Stufe entweder chemisch mit einer 
konzentrierten Mineralsaure oder mikrobiologisch mit mutierten Mikroorganismen der 
Gattung Rhodococcus in das Propionsaureamid der Formel 

OH 



VI 



CONH. 



uberfuhrt wird. 



Verfahren nach Anspaich 1 7, dadurch gekennzeichnet, dass man in der ersten und 
dritten Stufe als Mineralsaure Schwefelsaure, Phosphorsaure oder Salpetersaure 
verwendet. 



19. Verfahren nach Anspruch 1 7 oder 1 8, dadurch gekennzeichnet, dass man in der 
zweiten Stufe als Cyanid ein Alkalimetallcyanid verwendet. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 5 bis 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
Umsetzung des Propionsaureamids der Formel 

OH 

VI 



CF \ 

3 CONH 2 



mittels Mikroorganismen der Gattung Klebsiella, Rhodococcus, Arthrobacter, 
Bacillus. Escherichia, Comamonas, Acinetobacter, Rhizobium, Agrobacterium, 
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Rhizobium / Agrobacterium oder Pseudornonas durchfiihrt. 

21 Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass das (S)- 
oder (R)-3 ) 3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaureamid der Formeln 

OH OH 

F,C^ \ H 2 NOC^\ VI " 

CONH, ^CF, 



entweder chemisch in Gegenwart einer Base oder mikrobiologisch mittels 
Mikroorganismen der Gattung Rhodococcus zur Verbindung der Formei I oder II 
hydrolysiert wird. 

22. (R)-3,3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-methyIpropionsaureamid. 



23 (S)-3 ,3 ,3 -trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaureamid. 



V 
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